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‘L’interprétation de la nature et de la signification de la réac- 
tion a la lépromine se révele de plus en plus ardue. 


La lépromine est une suspension filtrée et autoclavée de 1 g¢ de 
nodules lépromateux, finement broyés, dans 30 cm’ d’eau_ physiolo- 
gique, phéniquée 4 0,5 p. 100. Cet antigéne contient donc des bacilles 
de Hansen tués par la chaleur et des débris tissulaires. La réaction 
de Mitsuda est recherchée en injectant par la voie intradermique 
0,1 cm? de lépromine. Le résultat est positif quand il se forme au 
point d’injection une infiltration érythémateuse, qui atteint son acmé 
au bout de trois & quatre semaines. Les petites infiltrations de moins 
de 3 mm de diamétre sont considérées comme douteuses. Dans les 
cas fortement positifs, l’infiltration nodulaire peut s’ulcérer. Vers le 
trentiéme jour, l’aspect histologique de la réaction est de type tuber- 
culoide. 


Il y a une vingtaine d’années, on estimait que la sensibilité 
a la lépromine constituait toujours J’indice d’un état d’immunité 
relative antilépreuse. Cette opinion était fondée sur les constata- 
tions suivantes : 

Les malades atteints de lépre tuberculoide, paucibacillaire, 
réagissent d’ordinaire fortement a la réaction de Mitsuda, tandis 
que les lépreux de type malin, lépromateux, dont l’organisme est 


(*) Manuscrit recu le 18 mars 19859. 
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rapidement envahi par le bacille de Hansen, sont insensibles a la 
lépromine. 

D’autre part, la lépre bénigne n’évolue jamais vers le type 
malin, aussi longtemps que le malade réagit a la lépromine. 

Enfin, les enquétes épidémiologiques semblent démontrer que 
les sujets présentant une réaction de Mitsuda positive contractent 
moins fréquemment la lépre au contact de malades contagieux que 
les individus insensibles a Ja lépromine. 

On admettait donc, avec raison, que Ja sensibilité a la lépro- 
mine était provoquée par l’imprégnation ou par Vinfection han- 
sénienne de l’organisme et qu'elle témoignait de la présence d’un 
état d’immunité relative, se manifestant par une résistance mar- 
quée des tissus a la multiplication et a invasion de l’agent 
pathogéne. 

Actuellement, la sensibilité a la lépromine, due a latteinte de 
lorganisme par le bacille de Hansen, garde, sans aucun doute, 
toute sa valeur pronostique ; les études cliniques et immunolo- 
giques le démontrent surabondamment. Une réaction de Mitsuda 
positive, déterminée par une primo-infection lépreuse, reste 
Yindice d’un état immuno-allergique, qui se traduit par une 
résistance de l’organisme, non seulement aux surinfections, mais 
également envers la primo-infection, en empéchant celle-ci dévo- 
luer vers le type malin. L’immuno-allergie dans la lépre est done 
différente de celle observée dans la tuberculose, qui protege 
Vorganisme contre les contaminations ultérieures, mais se réveéle 
sans action sur |’évolution de la primo-infection. 


L’état immuno-allergique dans la lépre présente d’ailleurs 
d’autres particularités. Ainsi, dans les pays a forte endémicité 
lépreuse, la réaction de Mitsuda est rarement positive au cours 
des deux premieres années de la vie. Ce n’est qu’a partir de 
3 ans que le nombre des sujets allergiques augmente graduelle- 
ment avec l’age. Souza Campos cherche a expliquer ce fait en se 
fondant sur l’existence d’une forme infantile, rare, de lépre tuber- 
culoide, qui guérirait complétement sans l’aide d’aucune théra- 
peutique, aprés lulcération et la cicatrisation des lésions cuta- 
nées [45]. Cet auteur croit pouvoir admettre que l’enfant béné- 
ficierait d’une immunité transmise par la mére au cours de la vie 
intra-utérine. 

Nous n’avons jamais eu l’occasion d’observer des sujets pré- 
sentant cette lépre précoce abortive, mais ]’étude des cas publiés 
par de Souza Lima, Souza Campos et Pessda Mendes [16, 44], 
permet de constater que la majorité des enfants atteints de cette 
variété spéciale de lépre tuberculoide étaient issus de méres lépro- 
mateuses. Aussi nous parait-il peu probable que ces méres, dont 
lorganisme ne montrait aucune résistance a l’invasion du bacille 
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de Hansen, aient pu transmettre A leur enfant une immunité 
relative dont elles étaient personnellement privées. Nous pensons 
plutét que la rareté de la sensibilité a la lépromine, observée chez 
les enfants de moins de 3 ans, pourrait étre due, en partie, a la 
longue incubation de la lépre, qui semble avoir une durée moyenne 
de deux 4a trois ans. 

Une autre particularité réside dans le fait que cet état immuno- 
allergique, décelable par la réaction de Mitsuda, est parfois ins- 
table en ce qui concerne son intensité, et peut méme disparaitre. 
Du temps ot le chaulmoogra constituait unique thérapeutique 
anti-lépreuse, nous avons pu noter, a maintes reprises, que des 
malades atteints de lépre bénigne et réagissant au début, parfois 
fortement, a la lépromine, devenaient anergiques (1). L’apparition 
de cette insensibilité 4 la lépromine ne se manifestait ni par un 
affaiblissement de ]’état général, ni par une aggravation clinique 
(quelquefois les lésions cutanées et névritiques s’amélioraient), 
ni méme par une augmentation du nombre des bacilles dans les 
lésions. Ce n’est qu’ultérieurement, au bout de quelques mois et 
parfois aprés plusieurs années, que cette lépre bénigne anergique 
se transformait trés rapidement en lépre maligne. L’anergie n’est 
donc pas produite par une forte augmentation des bacilles dans 
les lésions, comme certains auteurs le prétendent, puisqu’elle 
précéede Vinvasion de Vorganisme par l’agent pathogéne. L’im- 
muno-allergie dans la lépre ne dépend pas du type de l’infection, 
cest elle, au contraire, qui détermine |’évolution bénigne ou 
maligne de Ja maladie. Cette constatation est extrémement inté- 
ressante, puisqu’elle constitue une preuve importante de la valeur 
immunologique et pronostique du test de Mitsuda. 

Rotberg [47] croit que la sensibilité 4 la lépromine ne peut se 
produire que dans un organisme bénéficiant d’un pouvoir spécial 
de résistance, le facteur N (naturel). Ce facteur, en présence d'une 
infection lépreuse ou tuberculeuse ou d’une vaccination par le 
BCG, provoquerait l’apparition de la sensibilité a la lépromine. 
tandis que les organismes privés de facteur N seraient incapables 
de réagir a cet antigéne. 

Inutile de dire que l’on ignore les facteurs qui entrainent 
Vapparition et la disparition de l’allergie dans la lépre. Cepen- 
dant, tout organisme posséde la faculté innée de réagir aux infec- 
tions, mais vraisemblablement d’une maniére variable, selon la 
race, la famille, l’Age, le sexe et l’individualité physiologique. 
Dans la lépre, l’anergie ne semble pas dépendre de l’absence 
d’un hypothétique facteur N, mais plutét de phénoménes méta- 


(1) Actuellement, le traitement par les sulfones, a condition qu'il 
soit réguligrement suivi, empéche toujours |’évolution maligne et cela 
méme chez les lépreux primitivement anergiques. 
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boliques, capables de priver l’organisme de la faculté de réagir 
a linfection, soit transitoirement, soit définitivement. 

Ainsi le résultat de nos enquétes, effectuées & Saigon, démontre 
que la lépre présente une évolution plus grave dans le sexe mas- 
culin. D’autre part, il semble que la puberté provoque une 
augmentation appréciable du nombre des cas malins chez les 
garcons, tandis qu'elle diminue les risques d’évolution maligne 
chez les jeunes filles. Cetle résistance de Vorganisme féminin 
a la dissémination et 4 l’envahissement bacillaire fléchit toutefois 
d’une mani¢re marquée entre 20 et 30 ans, période active en ce 
qui concerne la gestation. Les observations cliniques indiquent 
d’ailleurs que la grossesse et Vaccouchement entrainent souvent 
une aggravation dans |’évolution de Ja lépre. En outre, cette 
résistance a linfection faiblit chez les Vietnamiennes et les Chi- 
noises entre 40 et 50 ans, c’est-a-dire au cours de la ménopause. 
A notre avis, l’anergie originaire et la disparition de |’état immuno- 
allergique dans la lépre pourraient provenir de modifications du 
métabolisme, en partie déterminées par des variations physiolo- 
giques ou par des perturbations pathologiques des sécrétions 
endocrines [4, 5). 

‘La valeur immunologique et pronostique de la réaction de 
Mitsuda, due a une atteinte préalable de l’organisme par le bacille 
de Hansen, reste un fait indiscutable. Toutefois, il est reconnu 
actuellement que la sensibilité a la lépromine peut étre provoquée, 
non seulement par une primo-infection lépreuse, mais encore par 
la tuberculose ou la vaccination par le BCG et enfin, selon cer- 
tains auteurs, par l’injection intradermique répétée de lépromine, 
c’est-a-dire de bacilles de Hansen tués par la chaleur. Peut-on, 
dans ces cas, considérer la réaction de Mitsuda comme l’indice 
d’un état immuno-allergique de valeur identique a celui déterminé 
par une primo-infection lépreuse ? Il est impossible de répondre 
avec certitude a cette question. 

En ce qui concerne la tuberculose, infection mycobactérienne 
voisine de la lépre comme le démontre Vhémagglutination de 
Middlebrook-Dubos |9, 48], nous sommes persuadé quwune réac- 
tion de Mitsuda, due a l’imprégnation ou a J’infection par !e 
bacille de Koch, est également le signe d’un certain état de 
résistance de l’organisme au bacille de Hansen. Tous les lépro- 
logues, qui ont étudié, au cours d’enquétes épidémiologiques, la 
théorie de l’antagonisme entre tuberculose et lépre que nous avons 
formulée en 1944 [4], ont pu faire des constatations favorables 
4 cette théorie. En effet, la lépre disparait progressivement par- 
tout ot la tuberculose prend une grande extension et elle ne peut 
s'étendre que dans les contrées peu ou récemment frappées par 
la tuberculose. Mais cette para-allergie, due au bacille de Koch, 
a-t-elle la méme signification immunologique que l’allergie déclen- 
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chée par une infection lépreuse ? A vrai dire, nous l’ignorons. 
Il est cependant possible que l’immunité relative éventuelle due 
a Vinfection tuberculeuse soit plus faible que celle produite par 
l'agent pathogéene de la lépre, puisque le bacille de Koch est un 
germe acido-résistant de nature proche, mais néanmoins diffé- 
rente de celle du bacille de Hansen. De nouvelles études épidé- 
miologiques, cliniques et immunologiques apporteront, sans doute, 
des éclaircissements concernant ce probléme complexe. 

La vaccination par le BCG détermine, et cela dans un trés fort 
pourcentage, le virage de la réaction de Mitsuda chez les sujets 
indemnes de lépre et de tuberculose. Or, si la tubercutose entrai- 
nait un certain état de défense de V organisme contre l’infection 
lépreuse, la vaccination par le BCG devrait avoir ce méme pouvoir, 
mais vraisemblablement a un degré moindre, le BCG étant un 
germe d’origine bovine a virulence trés atténuée, qui ne peut se 
maintenir dans lorganisme que relativement peu de temps [7]. 

S’il devait apparaitre que Ja para-allergie déterminée par le 
BCG était réellement Vindice d’un certain état de résistance A 
Vinfection hansénienne, le probleme de la prophylaxie de la lépre 
serait en grande partie résolu. Mais bien que les nombreuses 
publications parues sur ce sujet présentent des résultats favo- 
rables, de nouvelles expérimentations devront étre entreprises, au 
cours desquelles on veillera a ce que le groupe témoin non vacciné 
soit comparable aux vaccinés en ce qui concerne |’exposition 
a Vinfection, lage, le sexe et notamment l’examen clinique préa- 
lable. D’autre part, des revaccinations périodiques paraissent 
indispensables, comme d’ailleurs dans la prémunition contre la 
tuberculose. 

I] nous semble que l’expérimentation suivante, entreprise sur 
des enfants insensibles 4 Ja lépromine et a de fortes doses de 
tuberculine, pourrait apporter des indications utiles sur laction 
prémunissante éventuelle du BCG dans la lépre. 


Les groupes des témoins et des sujets 4 vacciner seraient formés en 
suivant les recommandations sus-indiquées. Les enfants destinés a étre 
vyaccinés recevraient 100 mg de BCG par voie buccale. Ils seraient 
ensuite revaccinés, chaque année, de la méme maniére. Enfin, les 
vaccinés et les témoins seraient soumis, tous les ans, & un examen 


clinique approfondi. 


L’interprétation de la nature de Ja réaction de Mitsuda obtenue 
apres l’injection répétée de lépromine est extrémement deélicate. 
On constate d’abord que les recherches effectuées chez l’homme 
ont été menées d’une facon critiquable. En effet, cette expérimen- 
tation a été entreprise en premier lieu sur des enfants de Jépreux, 
puis sur des sujets apparemment sains, vivant dans des contrées 
ott la lépre et la tuberoulose étaient plus ou moins endémiques [40, 
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44). Il est done impossible de savoir si certaines de ces réactions 
de Mitsuda ont été provoquées par l’injection répétée de ]épromine 
ou par des infections ignorées, latentes, dues au bacille de Hansen 
ou au bacille de Koch. Il semblerait préférable de mener cette 
expérimentation dans des pays ot la lépre a disparu depuis de 
nombreuses années. Les sujets servant a ces recherches devraient 
étre insensibles, non seulement a la lépromine, mais également 
4 de fortes doses de tuberculine. D’autre part, ces sujets seraient 
a choisir dans des milieux non exposés a infection tuberculeuse. 
Enfin, parmi les individus devenus sensibles a la lépromine, seuls 
les cas restant négatifs a de fortes doses de tuberculine pourraient 
étre pris en considération. 

Peut-on admettre, au moins théoriquement, qu’en lVabsence de 
toute infection lépreuse ou tuberculeuse, linjection répétée de 
lépromine puisse déterminer un certain état de résistance au 
bacille de Hansen? L’étude de l’immuno-allergie dans la tuber- 
culose pourrait apporter quelques indications a ce sujet. 


Ainsi, chez le cobaye, aprés une injection sous-cutanée de 0,1 mg 
de bacilles de Koch yvirulents, les surinfections produisent, au bout 
d’une dizaine de jours, des lésions ulcérées de tuberculose évolutive. 
Mais, dés l’apparition de la sensibilité & la tuberculine, qui a lieu vers 
le vingt-cinquiéme jour, ces lésions de réinfection se manifestent dans 
des délais de plus en plus courts. Et, environ quarante jours apres la 
primo-inoculation, si l’animal est surinfecté par la voie intradermique 
avec une dose suffisante de bacilles, on voit apparaitre le phénoméne 
de Koch. 

En effet, un & deux jours aprés cette surinfection, on observe la 
formation d’une infiltration ecchymotique nécrosante au point d’ino- 
culation. Les bacilles injectés sont, en général, éliminés avec l’escarre 
ef l’on ne constate aucune lésion ganglionnaire. La surinfection est 
arrétée, tandis que Ja primo-infection suit normalement son éyolution 
fatale. Le phénoméne de Koch consiste done en deux réactions super- 
posées, l'une d’hypersensibilité, caractérisée par des altérations ecchy- 
motiques et nécrotiques, l'autre d’immunité, se traduisant par l’arrét 
de la tuberculose de surinfection. 

L’hypersensibilité peut étre décelée et méme provoquée aussi bien 
avec des bacilles vivants qu’avec des bacilles morts. Il s’agit d’une 
sensibilisation antigénique, analogue a la_ sensibilisation tuberculi- 
nique. Au contraire, ]’état de résistance aux surinfections, ou prémuni- 
tion, ne peut étre obtenu qu’aprés une primo-infection, c’est-j-dire 
aprés une inoculation de bacilles de Koch vivants. Ainsi le cobaye 
normal, préparé avec des bacilles morts, deviendra allergique aA ia 
tuberculine et présentera un phénoméne de Koch typique aprés une 
deuxiéme injection de bacilles morts, effectuée environ quarante jours 
plus tard. Mais, malgré ce phénoméne de Koch indiscutable, l’animal 
ne sera pas prémuni, puisqu’une inoculation de bacilles vivants pro- 
duira une tuberculose évolutive. Il apparait donc d’une part que le 
test allergique n’est pas l’indice d’un état immunitaire, mais unique- 
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ment le signe d'une sensibilisation acquise, et d’autre part que 
Vimmunité de surinfection ou prémunition ne peut étre déclenchée 
que par la présence de bacilles vivants dans l’organisme. Toutefois, 
Si la surinfection est pratiquée & faible dose, seul le phénoméne de 
résistance apparaitra. L’état réfractaire a la surinfection peut donc se 
produire, sans é¢tre précédé par des signes locaux ou généraux d’hyper- 
sensibilité. 

Il est possible de conclure que Vallergie et Vimmunité représentent 
deux aptitudes réactionnelles, qui, si elles sont d’habitude conjointes 
el superposées, demeurent cependant dissociables, soit dans les condi- 
tions spontanées de la pathologie infectieuse, soit dans l’expérimenta- 
tion (Gastinel). 


Ajoutons qu’en 1944, nous avons mis au point, pour la tuber- 
culose. une réaction semblable a celle de Mitsuda, dont est issu 
le BCG-test [2, 3, 6]. L’antigéne était constitué par une suspension 
de bacilles de Koch virulents, tués par la chaleur, dans l'eau 
physiologique phéniquée 4 0,5 p. 100. Le nombre des germes dans 
Pantigéne était approximativement égal a celui des bacilles de 
Hansen contenus dans la lépromine. Nous avons pu ainsi démon- 
trer, chez des tuberculeux, que la réaction provoquée par cet 
antigéne était macroscopiquement et histologiquement semblable 
a celle de Mitsuda. Cependant, les phénoménes d’hypersensibilité 
étaient plus marqués et leur évolution se montrait plus rapide. 
En effet, ’'acmé de la réaction, qui se manifestait par une uleé- 
ration, était obtenu déjya au bout d'une a deux semaines. 

Or, nous avons pu constater sur des cobayes que cette réac- 
tion, semblable 4 celle de Mitsuda dans la lépre, n’était pas 
toujours accompagnée d'un état immunitaire, puisque les animaux 
préparés avec des bacilles morts, devenus sensibles a cette réac- 
tion, succombaient a la suite d’une inoculation ultérieure de 
bacilles de Koch virulents. Au contraire, les cobayes présentant 
une réaction positive aprés une primo-infection tuberculeuse 
résistaient aux surinfections. Dans la tuberculose, la réaction 
a l’antigéne préparé avec des bacilles de Koch tués par la cha- 
leur n’est, comme le phénoméne de Koch, qu’une réaction d’hyper- 
sensibilité. Elle n’acquiert une signification immunologique que 
dans l’organisme préalablement imprégné par des germes vivants. 

La nature de la sensibilité a la lépromine d’un organisme 
imprégné ou infecté par le bacille de Hansen semble étre proche 
de celle du phénoméne de Koch et de la réaction que nous avons 
proposée pour la tuberculose. En effet, la réaction de Mitsuda se 
manifeste également par une hypersensibilité, accompagnée d’un 
état immunitaire. Mais les signes d’hypersensibilité sont moins 
prononcés, tandis que limmunité relative se révéle plus puissante, 
puisqu’elle empéche ]’évolution maligne de la primo-infection, 
Toutefois, cette immuno-allergie peut diminuer dintensité et 
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méme disparailre complétement. D’autre part, la réaction de 
Mitsuda débute d’ordinaire un a deux jours apres l’injection de 
l’antigene (réaction précoce de Fernandez), mais son évolution 
ultérieure est moins aigué et de plus longue durée. Enfin, a 
l'allergie & la lépromine proprement dite se joint une réaction 
aux corps étrangers. L’antigéne contient, en effet, des débris 
tissulaires et Lopes de Faria a démontré en 1953 que l’injection 
de 0,1 cm’ d’une suspension dans ]’eau physiologique (1 : 20) de 
tissu cutané normal, broyé et filtré, pouvait provoquer chez des 
sujets sensibles a la lépromine une réaction faible, mais macro- 
scopiquement et histoiogiquement identique a celle de Mitsuda [412). 
Ii est d’ailleurs connu que l’antigéne bacillaire de Fernandez, qui 
ne contient pratiquement plus de débris tissulaires, donne des 
réactions tardives de Mitsuda nettement plus faibles que la lépro- 
mine préparée selon Ja technique de Hayashi-Wade. 

I) ressort de l’étude de limmuno-allergie dans la tuberculose, 
infection mycobactérienne proche de la lépre, quil est peu pro- 
bable que l’injection répétée de lépromine, c’est-a-dire de bacilles 
de Hansen morts, puisse entrainer l’apparition d’une immunité 
relative. Ce procédé pourrait tout au plus déterminer une hyper- 
sensibilité, liée & une réaction aux corps étrangers. D’ailleurs, 
aspect clinique et histologique typique d’une réaction de Mitsuda 
nest pas toujours le témoin d’un état immunitaire. 

Ainsi, Convit, Lowe et leurs collaborateurs ont pu noter que 
la vaccination au BCG par voie intradermique provoquait, chez 
11 4 41 p. 100 des malades lépromateux, l’apparition d’une faible 
sensibilité a la lépromine [8, 43}. Or, il parait peu probable que 
cette sensibilité puisse étre interprétée comme |’indice d’un état 
d’immunité. On ne comprendrait guére qu'une injection de BCG 
puisse amener une telle transformation immunologique dans 
l'organisme de malades trés fortement bacilliféres et anergiques 
au bacille de Hansen, puisqu’on sait qu'un lépromateux, imprégné 
ou infecté secondairement par le bacille de Koch, reste toujours 
insensible a la lépromine. Lowe a d’ailleurs signalé que ces réac- 
tions de Mitsuda faiblement positives, notées chez des lépromateux 
vaccinés par le BCG, se révélaient de courte durée et qu’elles 
n’étaient pas suivies d’amélhorations cliniques ou bactériologiques, 
malgré la continuation du traitement. I] ne pourrait s’agir, dans 
ces cas, que d'une sensibilisation cutanée transitoire, sans signifi- 
cation immunologique [5]. 

I] ressort de ce qui précéde que la sensibilité a la lépromine 
peut étre considérée comme un phénoméne allergique, joint a une 
réaction aux corps étrangers. Elle ne serait pas ipso facto le 
témoin d’un état immunitaire et ne prendrait une valeur immu- 
nologique que chez les sujets déjaé imprégnés par du_bacille 
de Hansen vivant. La théorie actuelle, qui consiste a interpréter 
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la réaction précoce de Fernandez comme un phénomene d’hyper- 
sensibilité et la réaction tardive de Mitsuda comme un test d’immu- 
nité, serait a reviser. 

La tuberculose et la lépre sont des infections mycobactériennes 
voisines, il est done possible que la para-allergie au bacille de 
Hansen des sujets atteints de tuberculose ou vaccinés par le BCG 
soit également liée a un certain degré de résistance de l’orga- 
nisme a l’infection lépreuse. Mais seule l’observation clinique 
ultérieure permettra de l’affirmer. 

En ce qui concerne la réaction allergique de Mitsuda, provo- 
quée par injection répétée de lépromine, il est vraisemblable 
quelle ne représente qu’une sensibilisation cutanée sans signi- 
fication immunologique. 


R&sume. 


L’auteur cherche a définir la nature et la signification de la 
réaction a la lépromine de Mitsuda, en se fondant sur les données 
cliniques et immunologiques de la lépre et de Ja tuberculose, 
infections mycobactériennes voisines, comme le démontre la 
réaction d’hémagglutination de Middlebrook-Dubos. 

L’auteur estime que la sensibilité a la lépromine peut ¢tre 
considérée comme un phénomene allergique, joint a une réaction 
aux corps étrangers. Elle ne serait pas ipso facto le témoin d’un 
état immunitaire et ne prendrait une valeur immunologique que 
chez les sujets déja imprégnés par du bacille de Hansen vivant. 
La théorie actuelle, qui consiste 4 interpréter la réaction précoce 
de Fernandez comme un phénoméne d’hypersensibilité et la réac- 
tion tardive de Mitsuda comme un test d’immunité, serait done 
a reviser. 

I] est toutefois possible que Ja para-allergie au bacille de 
Hansen des sujets atteints de tuberculose ou vaccinés par le BCG 
soit également liée a un certain degré de résistance de lorganisme 
a l’infection lépreuse. Mais seule l’observation clinique ultérieure 
permettra de l’affirmer. 

En ce qui concerne la réaction allergique de Mitsuda, provoquée 
par l’injection répétée de lépromine, c’est-a-dire de bacilles de 
Hansen morts, il est vraisemblable qu’elle ne représente qu’une 
sensibilisation cutanée sans signification immunologique. 


SUMMARY 


NATURE AND SIGNIFICANCE OF THE MITSUDA REACTION. 


The author attempts to define the nature and significance of the 
Mitsuda reaction by studying the clinical and immunological data 
on leprosy and tuberculosis, which are related mycobacterial infec- 
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lions, as evidenced by the Middlebrook-Dubos hemagglutination 
reaction. 

The author considers sensitivity to lepromin as an allergic 
phenomenon, associated with a reaction to foreign bodies. 
This sensitivity does not necessary evidence immunity, and 
should only have immunological significance in individuals 
already contaminated by living Hansen bacilli. The current 
theory, considering the early Fernandez reaction as a sign of 
sensilization and the late Mitsuda reaction as an immunity test, 
should then be revised. However, the para-allergy to Hansen 
bacilli observed in tuberculous or BCG vaccinated individuals, 
might be related to a certain degree of resistance to Jeprous infec- 
tion, Only clinical study will allow a conclusion. 

Mitsuda allergic reaction, induced by repeated injections of 
lepromin (i. e. dead Hansen bacilli) seems to be due exclusively 
to cutaneous sensitization without immunological significance. 
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Depuis quelques années, les biologistes étudiant M. tubercu- 
losis s’interrogent sur Ja question suivante : pourquoi certains 
bacilles, pathogénes pour homme puisque issus de lésions indis- 
cutablement tuberculeuses et décelables au microscope, ne se 
multiplent-ils pas ou tres difficilement in vitro, autrement dit, 
se cultivent-ils mal ou pas du tout ? 

Cette question souléve des problémes d’ordre nutritionnel, 
métabolique et enzymatique extrémement complexes. 

Nos recherches, purement bactériologiques, ont consisté Aa 
chercher 4 analyser les causes qui seraient a4 l’origine des diffi- 
cultés ou échees de culture, et 4 trouver les moyens et les solutions 
susceptibles d’y remédier. 

Nombre de difficultés ou d’échecs de la multiplication des 
bacilles in vitro relevent des opérations préliminaires 4 la culture 
(homogénéisation, centrifugation, etc.). 

Il nous a semblé utile de souligner leur importance avant 
d’invoquer les véritables causes qui auraient pour origine des 
modifications biologiques du bacille, d’ordre intrinséque. D’ot 
notre classification en deux grands groupes de facteurs : 


Facteurs extrinségues du bacille éludiés ci-aprés. 


Facteurs intrinséques du bacille qui seront étudiés dans le pro- 
chain mémoire. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 17 avril 1959. 
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PREMIERE PARTIE 


Etude des facteurs extrinséques de M. tuberculosis en dehors de 
la chimiothérapie. 


A lexception des prélévements effectués stérilement et portant 
sur les lésions fermées et aseptiques, tous les autres contiennent, 
en dehors des bacilles, d’autres germes et le plus souvent en 
nombre plus considérable que les premiers. D’ot: la nécessité de 
purifier la flore bacillaire avant de tenter la culture. 

Comme, d’autre part, tous les produits bacilliféres ou presque 
sont de nature protéinique, la purification de la flore bacillaire 
par la destruction de Ja flore microbienne associée ne peut étre 
assurée que par digestion ou dislocation de ce « manteau protec- 
teur », autrement dit par la fluidification préalable du produit 
pathologique. 

Si Vhomogénéisation a l’avantage d’assurer une meilleure dis- 
persion des éléments bacillaires, elle présente Vinconvénient 
@augmenter de trois a huit fois le volume initial du produit 
pathologique, d’ott une troisiéme opération nécessaire : la recon- 
centration des éléments bacillaires par centrifugation. 

Enfin une quatrieme opération: la remise en suspension 
hydrique du culot de centrifugation avant de procéder a l’ense- 
mencement sur un milieu de culture approprié. 

I] faut préciser que, pour les expectorations, on procéde d’abord 
i Phomogénéisation et a la purification puis a la centrifugation, 
alors que pour les urines et les tubages gastriques, on procéde 
@abord a la concentration bacillaire par centrifugation puis a la 
fluidification et a la purification. 

Quoi qu'il en soit les mémes opérations, mais dans un ordre 
différent, interviennent dans les deux cas avant d’arriver au stade 
de ’'ensemencement. 

Ce qui nous préoccupe plus particuliérement ici, ce sont les 
répercussions de ces opérations successives, désignées sous le 
nom unique d’homogénéisation, sur la vitalité et la viabilité du 
bacille. 


I. — ROLE NEFASTE DE L’HOMOGENEISATION. 


I] faut reconnaitre qu’aucun mode d’homogénéisation et de puri- 
fication de la flore hacillaire n’est satisfaisant. 

Sanita plupart des biologistes accordent leur préférence au 
procédé d’homogénéisation par la soude a 4 p. 100 [4], ¢’est : 

a) Parce qu'elle réalise en un seul temps la fluidification et 
la purification du produit pathologique bacillifére avec un mini- 
aie de risques de contamination des milieux de culture 


. 
? 
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b) Parce que d’apreés les indications fournies par le frottis direct 
sur la richesse ou la rareté de la flore associée, on peut utiliser 
une concentration plus faible, 1 & 2 p. 100 au lieu de 4 p. 100, 
et écourter la durée de contact & trente ou a quinze minutes 
seulement ; 


c) Parce que la dispersion des bacilles est aussi homogéne que 
possible, ce qui autorise des ensemencements quantitatifs corrects 

Cependant, et bien que moins dommageable pour la wine 
bacillaire que les autres méthodes d’homogénéisation, les effets 
de destruction n’en sont pas moins impressionnants (Cf. 
tableau I] (1). 


Tasiziu I. — Pourcentage de destruction bacillaire par NaOH, SO, H, 

et CIH 4 4 et a2 15 p. 100 sur des souches normales (deux volumes 

de soude ou d’acide pour un volume de produit 4 la température 
de 37°). 


a) Les trois produits : NaOH, SO,H, ou CIH, utilsés a la 
concentration de 15 p. 100, entrainent une destruction supérieure 

99,9 p. 100 de la population bacillaire méme aprés un contact 
de trente minutes. 

b) Le contact pendant trente minutes et & la concentration de 
4 p. 100 laisse 8 p. 100 de survivants avec SO,H,, 10 p. 100 avec 
NaOH et 16 p. 100 avec CIH. 


(1) Etablissement des pourcentages : 

Chaque fois que la chose est possible (quitte 4 reprendre nos essais), 
nous nous efforcons d’obtenir 90 colonies au minimum et 110 colonies 
au maximum chez les témoins homologues, lesquels sont complétés 
par des témoins au 1/2, au 1/4, au 1/10 et au 1/100. 

Nous utilisons systématiquement les tubes de Legroux (chacun offrant 
50 cm? de surface A la culture et pouvant recevoir facilement 1 cm? 


d’inoculum). ; ae 
En opérant ainsi, nos pourcentages sont rigoureusement précis. 
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Aprés une heure de contact, le pourcentage des survivants se 
réduit & 3 p. 100 avee SO,H,, 4 p. 100 avec CIH et 7 p. 100 avec 
NaOH. : 

Aprés deux heures, moins de 1 pour 1 000 bacilles survit avec 
SO,H, et CIH, alors que la soude a 4 p. 100 laisse encore 
50 bacilles survivants sur 1 000. 

Ce pourcentage de destruction concerne des bacilles provenant 
de cultures soit sur milieu solide, soit en milieu liquide. Pour 
les bacilles contenus dans des produits pathologiques, le pour- 
centage de destruction est difficile 4 établir avec rigeur et assez 
variable suivant la nature du véhicule (Cf. plus loin). 


AUTRES MODES DE PURIFICATION ET D’HOMOGENEISATION. — La 
purification de la flore bacillaire par des antibiotiques réputés 
sans action antibacillaire : pénicilline, chloramphénicol, érythro- 
mycine, etc., n’est pas a conseiller : 

a) Parce que ces antibiotiques utilisés isolément se révelent 
impuissants pour assurer la protection du milieu de culture des 
surinfections ; 


b) Parce que ces antibiotiques, bien que dépourvus de toute 
action bacillostatique in vivo, se comportent comme des_ puis- 
sants bacillostatiques in vitro, en milieux liquides en particulier 
(en effet, 10 ug de chacun de ces trois antibiotiques inhibent en 
milieu de Dubos ou de Youmans le développement de 10’ bacilles) ; 

c) Quant aux procédés d’homogénéisation par digestion enzy- 
matique, pepsine, trypsine, papaine, etc., suivie de purification 
soit par un acide, soit par une base, ils se révélent tous plus 
nocifs et moins efficaces que la soude a 2 ou 4 p. 100. 

Le rdéle bactéricide de l'association ClH-pepsine sur le B. Kk. 
a fait ’objet de nombreux travaux [2, 3, 4, 5]. 

L’homogénéisation par le phosphate trisodique (Na,PO, 12 H,O) 
a 15 p. 100 {6, 7] expose les milieux 4 des risques de contami- 
nation élevés si le contact avec le produit pathologique est d’une 
durée inférieure a seize heures [8]. 

Son utilisation est intéressante uniquement pour neutraliser 
action nocive de CIH contenu dans les tubages gastriques qui 
ne peuvent étre enseiencés rapidement [9]. 

L’emploi des acides forts SO,H, [40] et ClIH en premier, au 
lieu de la soude a 2 ou 4 p. 100, n’est pas rationnel : 1° parce 
quils n’assurent pas une véritable homogénéisation ; 2° parce 
que, a concentration et a durée de contact égales, ils entrainent 
une destruction bacillaire plus importante (Cf. tableau I) et laissent 
subsister dans maints cas des bacilles saprophytes non patho- 
génes, susceptibles de conduire les laboratoires non avertis a des 


confusions regrettables, en particulier avec les produits provenant 
de tubages gastriques. 


CULTURE DE M. TUBERCULOSIS 139 


L’explication est simple. Les rares bacilles saprophytes qui 
resistent a l’action du sue gastrique, plus forte que celle de ClH- 
pepsine réalisée au laboratoire [8, 4, 5], restent vivants si le trai- 
tement préalable a la culture est effectué également par un acide. 
Par contre, il est infiniment peu probable qu’ils puissent survivre 
si la purification est assurée par une base. 

En outre, la nécessité d’utiliser du sable [44] pour briser les 
cellules, amas de fibrine, ete., fait intervenir un facteur suppleé- 
mentaire de destruction bacillaire, déséquilibre la suspension et 
la répartition homogéne des bacilles et ne permet pas des ense- 
mencements quantitatifs suffisamment précis et statistiquement 
valables. 


ROLE NEFASTE DES TENsIO-AcTIFs. — L’utilisation par Dubos du 
Tween 80 dans un des milieux qui portent son nom, afin d’obtenir 
des cultures homogénes, qui rend de trés grands services dans les 
laboratoires de recherches, a incité de nombreux expérimentateurs 
a utiliser les tensio-actifs pour Vhomogénéisation de produits 
pathologiques [42]. 

D’une facon trés schématique on peut les classer en deux caté- 
gories : 


1° Les tensio-actifs « dispersants » ou « moutllants », dont le 
Tween 80 constitue le chef de file, le Triton, les Span 20 et 80, 
le Nonex, etc. 


2° Les tensio-actifs « détergents » du genre Teepol. Dans une 
étude antérieure [43] nous avons montré que tous les tensio-actifs 
dispersants ont une action bacillostatique qui varie avec la nature 
du produit. 

Cette action passe inapercue lorsqu’on les utilise avec des sus- 
pensions bacillaires denses (10*10° bacilles/em*); ils donnent 
méme limpression d’agir comme facteurs de croissance, alors 
qu'il s’agit en réalité d’un artifice dad a une meilleure disper- 
sion des amas bacillaires en groupements plus petits, artifice 
que l’on arrive a démasquer par Vutilisation et l’ensemencement 
comparatif de dilutions trés poussées de suspensions bacillaires 
(10-%10—-* mg de bacilles poids humide). 

Quant aux tensio-actifs détergents, tous sans exception ont une 
action défavorable aussi bien sur le nombre des bacilles que sur 
la taille et la précocité d’apparition des colonies. 

En outre, ils exposent a des aléas imprévisibles du fait que 
leurs propriétés physico-chimiques ne sont pas rigoureusement 
définies et varient trés sensiblement d’un échantillon a J’autre. 
Enfin certains d’entre eux, méme 4 |’état de traces, sont suscep- 
tibles de modifier l’action des agents antibacillaires tn vitro. 
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II. — ROLE NEFASTE DE LA CENTRIFUGATION. 


La centrifugation entraine une destruction bacillaire dont 
‘importance varie suivant la vitesse et la durée de rotation. 

Le pourcentage de destruction suivant ces deux facteurs est 
représenté par la figure 1 d’oti il ressort que l’augmentation de la 
durée de centrifugation de 20 a 40 minutes entraine une perte 
supplémentaire de 20 p. 100 pour les deux régimes de vitesse, el 
la prolongation & soixante minutes entraine une perte de 60 a 
75 p. 100 pour la rotation 4 3.000 t/m et de 99,9 p. 100 et plus 
pour la rotation a 7000 t/m lorsque la centrifugeuse n’est pas 
équipée d’un dispositif de refroidissement. 

Nous avons noté un parallélisme suivant la durée et la vitesse 
de centrifugation entre la concentration et le taux de destruction 
bacillaire. En effet, 4 une concentration moyenne correspond une 
destruction de 50 a 60 p. 100 et a4 la concentration maximum une 
destruction atteignant ou dépassant 99 p. 100. 

Or, il importe de ne pas perdre de vue qu’actuellement l’homo- 
eénéisation n’est plus appréciée par le degré de concentration 
bacillaire sur une lame destinée aux investigations optiques, mais 
par le nombre des cultures positives avec le minimum de conta- 
minations pour les milieux ensemencés. 

A cet égard et pour mieux juger le devenir d’une population 
pacillaire en culture, du seul fait de lhomogénéisation-centrifu- 
gation et & lVexclusion de tout autre facteur défavorable, nous 
citons ’exemple ci-aprés. 

Expectoration : 2 cm®. Sur le frottis direct : nombreux germes 
associés et 1 4 2 bacilles tous les 100 a 200 champs, soit environ 
10 000 bacilles présents par centimétre cube. 

Parmi eux, on suppose non viables, 50 p. 100 (morts, 25 p. 100; 
sénescents, 25 p. 100), viables, 50 p. 100 (adultes, 25 p. 100; 
jeunes, 25 p. 100). 

Détruits par lhomogénéisation : 90 p. 100, restent 1 000. 

Détruits par la centrifugation : 40 p. 100, restent 600 bacilles 
viables. 

Ensemencement de la totalité du produit sur six tubes de milieu 
au Voeuf frais, sans Vintervention d’aucun autre facteur défavorable 
a la culture. 

Résultat : ony tenu que chaque groupement de 2 10 bacilles 
(cn moyenne 4 a 5) donne naissance a une colonie, nous aurons 
environ 20 & 30 colonies par tube, soit un total maximum de 120 a 
150 colonies. 

Partant donc de 20000 bacilles présents, dont 10000 bacilles 
viables contenus dans 2 cm* d’expectoration non déglutie, émise 
spontanément, issue d’un sujet jamais traité par des antibiotiques. 
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ulilisée et mise en culture dans les plus brefs délais et dans des 
conditions irréprochables, le maximum des colonies A espérer est 
de 20 a 30 par tube. 

Or, il suffirait de l’inobservation de certains détails dans le préle- 
vement, dans la conservation, ou de petits écarts de technique pour 
voir le nombre des colonies se réduire a 5 par tube. 


ere) 


% 


5O 


Minutes 20 40 60 
Fic. 1. — Pourcentage de destruction bacillaire suivant la durée (vingt, quarante, 


soixante minutes) et la vitesse de rotation (3 000 et 7000 t/m). 


III. — R6LE DES SUSPENSIONS HYDRIQUES. 


Dans toutes nos manipulations, nous utilisons exclusivement l’eau 
bidistillée stérile. 

L’eau distillée stérile simple est d’un pu assez peu stable et 
contient souvent des impuretés, particules de cuivre en particulier, 
préjudiciables 4 la culture normale du B. K. 

Quant a l’eau salée a 9 p. 1000, dite eau physiologique, elle 
entraine une destruction assez variable suivant l’origine, l’age et 
l’état des bacilles, de Vordre de 25 p. 100 minimum et pouvant 
atteindre et dépasser 70 p. 100 de la population. 

Elle est & proscrire pour des tubages gastriques, afin de ne pas 
renforcer le processus naturel de destruction bacillaire, amorcé 
dans |’estomac par l’action conjuguée de l’acide chlorhydrique et 
de la pepsine [8 a 5]. 

Pour la méme raison, nous recommandons expressément de 
neutraliser les produits pathologiques traités par la soude avec 
SO,H, et non avec ClH, car le sulfate de soude qui en résulte n’a 
pas d’action nocive significative sur le bacille, alors que NaCl en 
a une, certaine. 

Annales de l'Institut Pasteur, 97, n° 2, 1959. 10 
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D’autre part, le sulfate de soude, sur milieux solides du moins, 
ne forme pas de combinaisons défavorables au bacille avec les 
autres sels contenus et exsudés a la surface de ces milieux, ce qul 
nest pas le cas avec le chlorure de sodium. 


IV. — ROLE DU VEHICULE. 


1° Le mucus bronchique exerce une action protectrice sur fe 
bacille, A condition que le prélévement soit effectué a distance de 
la derniére administration d’antibacillaire et ensemencé dans les 
heures qui suivent. A cet égard il importe de signaler que cer- 
taines drogues sont éliminées sans étre transformées par le pas- 
sage dans l’organisme, d’autres sont méme purifiées, tel est le 
cas de la pénicilline, récupérée a partir des urines. 

2° Les sécrétions gastriques (ClH-pepsine) exercent une action 
néfaste sur les bacilles déglutis [3 a 5]. 

3° Les urines bacilliferes donnent Je maximum d’échecs de 
culture aprés les piéces d’exérése. L’arrét des antibacillaires et 
des antiseptiques des voles urinaires doit étre observé pendant les 
huit jours qui précédent le prélévement. En outre, l’ensemence- 
ment doit étre effectué dans les plus brefs délais, car le séjour 
des bacilles dans lurine a une action néfaste sur leur vitalité. 

Expérimentalement, le contact des bacilles normaux pendant 
six heures avec des urines filtrées, & la température de 37° (ce qui 
correspond a la durée de séjour minimum des bacilles dans la 
vessie entre deux mictions) entraine une inhibition du dévelop- 
pement in vitro de l’ordre de 40 p. 100. 

4° Le caséum, outre les nombreux facteurs d’ordre enzymatique 
non encore élucidés d’ailleurs et qui modifient profondément la 
vitalité des bacilles, transféré sur des milieux de culture lors de 
Vensemencement, entrave leur multiplication. 

Expérimentalement, des bacilles normaux mis en suspension 
dans du caséum broyé, dilué au 1/20 et tyndallisé, sont inhibés 
dans leur développement en culture sur milicux solides dans !a 
proportion de 50 p. 100. 

Cette simple expérience démontre qu’a l’encontre des diastases 
qui, lorsqu’elles sont inactivées, cessent d’exercer la moindre 
action défavorable sur le bacille [4], le caséum inactivé, méme 
dilué, continue d’exercer son role néfaste sur la vitalité du bacille. 


V. — AUTOLYSE CELLULAIRE ET COMPETITION MICROBIENNE. 


Aussitot hors de l’organisme, les cellules sont soumises a des 
destructions : lyse dorigine enzymatique qui coincide Je plus 
souvent avec la multiplication de la flore microbienne banale, 
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aérobie et anaérobie, jusqu’a la liquéfaction et lyse intégrale des 
cellules (certaines substances fibrinolytiques sont isolées a partir 


du streptocoque). 


‘Tous ces remaniements de cytolyse enzymatique, de pullulation 
microbienne et de raréfaction de loxygéne ont les plus facheuses 
consequences sur la vitalité et la viabilité du bacille. 

En outre, plus l'utilisation d’un prélévement est différée, plus 
énergiques doivent étre nos moyens de purification, de sorte que 
les chances de conserver des bacilles intacts et vivants se réduisent 
considérablement et rendent les succés de la culture trés aléa- 
toires. 

L’ensemble des facteurs de destruction bacillaire qui viennent 
d’étre énumérés incite a ne pas négliger, parallélement a la 
culture, linoculation au cobaye. Celle-ci offre deux chances sup- 
plémentaires pour l’isolement du bacille : celle de sa tuberculi- 
sation et la possiblité d’effectuer une « rétro-culture » [44] a partir 
du ganglion de la région inoculée. 


VI == Rome pu. ERO, 


La conservation 4 4° pour les produits dont l’ensemencement 
nest pas réalisable extemporanément offre des avantages certains 
du fait qu’elle arréte ou retarde les fermentations et le processus 
d’autolyse, qu’elle empéche la pullulation microbienne et qu’elle 
inhibe les échanges entre les bacilles et le milieu ambiant, ce qui 
revét une importance particuliére lorsque le prélévement est 
effectué sous antibiotiques. 

Cependant, la conservation des bacilles en suspension hydrique 
a 4° n’est pas sans inconvénient. ‘La diminution des bacilles viables 
est plus rapide et de beaucoup plus importante pour les bacilles 
« non protégés » que pour les bacilles contenus dans les produits 
pathologiques préalablement traités et neutralisés. 

La diminution des bacilles cultivables est de l’ordre de 50 p. 100 
pour les souches de laboratoire, de 10 4 25 p. 100 pour les pro- 
duits pathologiques aprés quarante-huit heures, de 75 a 98 p. 100 
pour les souches et de 25 a 50 p. 100 pour les produits patholo- 
giques aprés un séjour d’une semaine a 4°. Les semaines sui- 
vantes, la destruction est massive pour les souches alors que 
5 4 10 p. 100 des bacilles sont encore cultivables aprés trois et 
six mois de séjour a 4° avec les produits pathologiques préala- 
blement traités et neutralisés. 

On constate une meilleure résistance a l’hibernation forcée des 
bacilles provenant d’un organisme que des bacilles de souches de 


laboratoire. 
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DEUXIEME PARTIE 


Facteurs extrinséques de M. tuberculosis en relation avec la 
chimiothérapie. 


Contrairement & une opinion généralement répandue, la dimi- 
nution de la vitalité et de la viabilité des bacilles est antérieure 
a la découverte de l'INH, et les premiers échecs de culture que 
nous avons enregistrés l’étaient précisément a partir de pieces 
d’exérése sous couvert de streptomycine et de PAS. 


Tanteau Il. — Action bactéricide sur M. tuberculosis de vapeurs 
d’anesthésiques et d’alcool éthylique pendant deux heures. 


Bacilles libres Bacilles contenus 
aétruits % dans le poumon % 
CYCLOPROPANE IO - 20% 
ETHER 


ETHER 


L’INH est venu aggraver et rendre plus évidents ces faits, qui, 
associés 4 une baisse de la virulence des bacilles sans précédent, 
ont contribué & ce qu’on lui reconnaisse tous les mérites ou toutes 
les responsabilités, suivant le point de vue auquel on se place. 

Faut-il rappeler que des échecs de culture avec des bacilles 
visibles et présumés viables avaient été signalés bien avant les 
antibiotiques ? Jean Levaditi et nous-mémes, dans un_ travail 
pubhé en 1939, rapportions des cas d’échecs de culture a partir 
d’exudats tuberculeux, bacilliféres de la plevre [415]. Aussi, dés 
1952 nous avons cherché les causes d’échecs de culture a partir 
de prélévements sur piéces d’exérése chirurgicale. 
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Dans une note présentée au Congrés de Madrid [46] nous atti- 
rions l’attention sur l’action bactéricide d’une mélange d’air atmo- 
spérique et de vapeurs d’anesthésiques volatils, ou d’alcool éthy- 
lique, produits qui sont encore utilisés sous une forme ou sous 
une autre par les anesthésiologues en chirurgie pulmonaire. 

Le tableau I indique le pourcentage de bacilles détruits par la 
simple circulation d’air chargé de vapeurs d’anesthésiques pen- 
dant un temps trés limité (deux heures, et aprés évaporation de 
quelques centimétres cubes seulement d’anesthésique) sur poumon 


EN PRESENCE DE 
SANS ANTIBIOTIQUE 10y DE STREPTOMYCINE OU DE 5y D'LN.H 
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vapeurs d’alcool éthylique. 


de cobaye tuberculeux et sur des bacilles libres en suspension 
dans l’eau. 

La figure 2 représente le pourcentage des bacilles survivants 
dans les mémes conditions d’expérience en l’absence de tout anti- 
biotique et en présence de 10 ug de streptomycine ou de 5 pg 
dINH. 

Il est a préciser en outre : vibe 

a) Qu’a la température de 37° la destruction bacillaire est 
décuplée pour l’alcool (pour les autres produits nous avons renoncé 
pour des raisons de sécurité) ; ' 

b) Que l’action conjuguée antibiotiques-anesthésiques (les seconds 
agissant comme des « mordancants » sur les premiers) se trouve 
renforcée et prolongée bien au-dela de la durée de l’opération ; 

c) Que la destruction bacillaire étant de lordre de 40 a 95 p. 100 
4 la température de 8 a 16° (conditions de nos expériences), on est 
en droit de conclure 4 une bactéricidie infiniment plus grande a la 


température corporelle de 37°, 
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Aussi pensons-nous qne nombre d’échecs de culture a partir de 
prélévements effectués sur des piéces d’exérése chirurgicale, 
peuvent étre altribués a l’action conjuguée des antibiotiques et des 
anesthésiques. 


CONCLUSIONS. 


Elles se résument au rappel de certains principes : 
1° Arrét de Vantibiothérapie pendant les trois jours qui pré- 
cédent le prélévement chez les pulmonaires ; 

Arrét de l’antibiothérapie et des antiseptiques (uroformine) 
pendant les huit jours qui précedent le prélévement chez les 
urinaires ; 

3° Utilisation extemporanée du prélévement en vue de la mise 
en culture et de Vinoculation au cobaye, sinon conservation a !a 
elaciére a 4° qui ne doit pas excéder quarante-huit heures. 

4° Ne jamais utiliser l’eau salée 4 9 p. 1000, eau dite physio- 
logique, dans les manipulations du B. Kk. et proscrire son emploi 
dans les tubages gastriques. 

Dans les opérations préliminaires a la culture se conformer 
aux indications ci-apres : 

1° Produit non infecté : éviter la purification-homogénéisation ; 

2° Volume réduit : éviter la centrifugalion et ensemencer deux 
ou trois tubes supplémentaires ; 

3° Produit infecté : traiter pendant le minimum de temps et avec 
la plus faible concentration de la substance homogénéisante ; 

4° Volume important: centrifuger vingt minutes et A faible 
vitesse (3 000 t/m). 


SUMMARY 


EXTRINSIC FACTORS COUNTERACTING THE CULTURE oF M. tuberculosis. 


Certain principles should be kept in mind : 

1. Antibiotherapy should be interrupted three days before taking 
samples for bacteriological examination. 

2. Antibiotherapy and anliseptics (uroformin) should be stopped 
in cases of urinary tuberculosis eight days before urine culturing. 

3. The material should be used ‘extemporanously for cultivation 
and inoculation into guinea pigs ; if not, it should be kept in the 
ice-box at + 4°, but no longer than fourty-eight hours. 

4. Saline (9 p. 1 000 NaCl) should never be used, neilher for 
the treatment of material, nor for gastric intubation. 

For the treatment of material prev ‘iously to cultivation, proceed 
as follows 

1. If there is no secondary contamination, no purification-homo- 
geneisation. 


D. 


two 


9 
v. 
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If the volume is small : no centrifugation, and seeding on 
or three additional tubes. 
If the material is secondarily contaminated : treat it as shortly 


as possible with low concentrations of the homogenizing substance. 


Ue 
low 


[4] 
[2] 


If the volume is large : centrifugation for twenty minutes, at 
speed (3 000 t/m). 
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RECHERCHES IMMUNOLOGIQUES 
SUR LES ANTIGENES ET HAPTENES SOLUBLES 
DU BACILLE TUBERCULEUX 


1. DENOMBREMENT ET IDENTIFICATION DES CONSTITUANTS PRECIPITANT 
AVEC LES IMMUNSERUMS SPECIFIQUES 


par P, BURTIN et R. KOURILSKY (*) 


\ 


(avec l’aide technique de M™e J. URIEL et M"e T. TERNYNCK). 


(Centre d’Immunopathologie de VlAssociation Claude-Bernard, 
Hépital Saint-Antoine, Paris) 


De nombreuses études ont élé faites depuis plus de trente ans 
sur les antigénes du bacille tuberculeux. Elles ont porté sur les 
constituants des filtrats de culture et des bacilles entiers de 
souches diverses et se sont adressées tour a tour aux pro- 
téines [5, 6, 8, 14, 45, 16, 26, 28}, aux glucides (8, 17, 18, 22, 24, 
28, 34, 32, 33], voire aux lipides ou aux complexes qu’ils for- 
maient avec les glucides [4, 2, 3, 4, 9, 20]. Ces recherches ont 
donné des résultats fort intéressants, mais parfois difficiles 
a accorder étant donné les différences de méthodes et de substrats. 
Nous avons essayé, grace aux méthodes immunochimiques d’ana- 
lyse en milieu gélifié, méthode d’Ouchterlony [25], et surtout 
analyse immunoélectrophorétique [43], de reprendre ce probléme 
et d’arriver 4 un inventaire aussi complet que possible des anti- 
génes du bacille tuberculeux. 


MATERIEL ET METHODES 
TI. — MATERIEL. 


1° Nous avons travaillé avec une souche de B. K. humains H387Rv, 
moyennement virulente, et une souche de B. K. bovins n° 1099, trés 
virulente, toutes deux dues & l’obligeance du D* Rist, de l'Institut 
Pasteur de Paris. Nous avons utilisé aussi une souche de BCG de 
1 Institut Pasteur. 


(*) Manuscrit recu le 13 mars 1959. 
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Ces bacilles ont été repiqués réguliérement sur milieu 3 la pomme de 
terre, puis cultivés sur milieu de Sauton, soit conforme a la formule 
originale, soit modifié selon Boyden et Sorkin [6]. La durée de la 
culture a été le plus souvent d’un mois, dans quelques cas de deux 
mois. Nous avons aussi étudié un filtrat de culture de quinze jours. 

Les filtrats ont été obtenus aprés décantation de la culture sur 
papier sans aucun chauffage préalable. Ils ont été stérilisés par passage 
sur Seitz et (ou) par addition de merthiolate de sodium A la concentra- 
tion finale de 2 pour 10000. Avant l’emploi, ils ont été souvent 
concentrés par pervaporation. 

Les masses bacillaires restant sur le papier filtre ont été mises, dans 
un certain nombre de cas, & autolyser selon la technique de Corper et 
Cohn [40]. Elles ont été tranférées dans un ballon, avec environ 100 ml 
de tampon phosphates pH 7,6 ou de solution saline physiologique 
neutre pour un voile de Sauton. A ce liquide a été ajouté un antisep- 
lique, toluéne 4 1 p. 100 comme le proposaient Corper et Cohn, ou 
xyléne & méme concentration, ou merthiolate de sodium a 2 p. 10 000, 
6u encore toluene 4 1 p. 100 et merthiolate & 2 p. 10000. La durée de 
l’autolyse a été d’une semaine, aprés quoi le liquide surnageant a été 
séparé par décantation sur papier filtre. Souvent il a été remplacé par 
un égal volume de tampon ou de solution saline physiologique addi- 
tionnée du méme antiseptique, et ceci parfois 4 plusieurs reprises 
(le nombre total des autolyses pour une seule masse bacillaire a été 
souvent de 3 et dans un cas de 4). 

Nous avons d’autre part utilisé 

a) Des préparations commerciales obtenues & partir des fillrats de 
culture de bacilles tuberculeux : tuberculine brute et tuberculine 
purifiée IP 48 de ]’Institut Pasteur, P. P. D. ; 

b) Des produits purifiés 

Polysaccharide St extrait de la tuberculine IP 48 [49 a], 

Polysaccharide correspondant a la fraction JT de la tuberculine 
IP 485@), [49 b],; 

Fractions I, III et IV provenant de ce méme sous-fractionnement (1), 

Polysaccharide isolé par hydrolyse du lipopolysaccharide PMKO de 
Choucroun [9], 

Hémosensitines « et 8 de Sorkin et Boyden [34], 

Polysaccharides extraites des cires D (selon la nomenclature d’An- 
derson [4] par Asselineau et Lederer [2], 

Polysaccharides « somatique » et « lié aux lipides » de Stacey [321], 

Protéine C de Seibert [28]. 

2° Pour la préparation des immunsérums, nous avons utilisé des 
bacilles cultivés sur Sauton pendant un mois, lavés a plusieurs reprises, 
sur le filtre ot avait été décantée Ja culture, avec une solution saline 
physiologique, tués ensuite soit par la chaleur (une heure daulo- 


(1) La tuberculine IP 48 a d’abord été précipilée par le phénol, ce 
précipité constituant la fraction St [49a]. Le surnageant a été trailé 
ensuite par différentes concentrations d’alcool, 9 p. 100 (fraction 1), 
23 p. 100 (fraction ID, 34 p. 100 (fraction IID, 51 p. 100 et au-deld 
(fraction IV, encore appelée Pt). 
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clave 4 134°, soit le plus souvent par le phénol (100 ml 4 2 p. 100 
pour un voile de Sauton, le contact durant vingt-quatre heures a 37°, 
les bacilles étant ensuite centrifugés et lavés 4 plusieurs reprises). 
Les bacilles tués sont alors desséchés dans un dessiccateur 4 vide en 
présence de chlorure de calcium, et gardés dans cet, état au 
froid (+ 4° Q). 

Juste avant emploi, la quantité nécessaire est broyée & sec dans un 
mortier, puis suspendue dans de l’huile de paraffine stérile ajoutée 
d’abord goutte a goutte, puis par petites quantités, de maniécre 4 
avoir une suspension homogéne. 

En nous inspirant du travail de Meynell [23], nous avons injecié 

i chaque lapin des doses considérables de bacilles tuberculeux. Ces 
doses ont varié de 10 4 100 mg, mais ont été d’ordinaire de 25 4 50 mg 
de bacilles, suspendus dans 1 4 2 ml d’huile de paraffine. 
' Le mode d’introduction a consisté le plus souvent en une injection 
sous-cutanée profonde, l’aiguille étant enfoncée de bas en haut entre 
l’omoplate et la paroi postérieure de la cage thoracique. Nous avons 
fait aussi un certain nombre d’injections intradermiques, la dose étant 
alors répartie en plusieurs points d’injection : nous avons vite renoncé 
i injecter la pulpe des pattes postérieures, en raison des surinfections 
souvent mortelles qui en sont résultées, et avons recouru a la peau du 
dos, dans la région paravertébrale. Quelques injections intrapérito- 
néales ont également été faites avec une dose plus faible de bacilles 
en association a des injections sous-cutanées. 

Les lapins, choisis en bon état général, pesaient au minimum 2 kg, 
étaient de lun ou de l’autre sexe. Hs ont recu le plus souvent une 
seule injection d’environ 50 mg de bacilles desséchés, avec parfois une 
injection de rappel quatre a six semaines aprés. Plus tard une autre 
technique d’immunisation a été adoptée, consistant en trois injections 
d’environ 25 mg de bacilles chacune, 4 raison d’une par semaine ; 
tantot i! s’est agi uniquement d’injections sous-cutanées, en alternant 
les cétés d’injection, tantét d’une association d’injections sous-cutanées 
cl intradermiques. 

La technique a été la méme, qu'il s’agisse de bacilles humains, 
bovins ou de BCG, En outre, 4 lapins ont recu des injections sous- 
cutanées, puis intraveineuses de BCG. vivant en suspension physio- 
logique. 

Chez quelques animaux, nous avons injecté, soit dans un premier 
temps, soit avec les hacilles, un filtrat de culture ou un autolysat 
concentré, ou de l’antigéne méthylique, avec comme adjuvant de 1l’alun 
d’ammonium ou des substances de Freund. 


Environ un mois aprés la derniére injection immunisante, une 
saignée d’essai est pratiquée 4 la veine marginale de loreille, répétée 
au besoin deux semaines aprés. Si les résultats en sont bons, l’animal 
est saigné 4 blanc par cathétérisme de la carotide, aprés anesthésie 
intraveineuse au nembutal, et ce dans un délai ne dépassant pas 
deux mois aprés la derniére injection immunisante. Les sérums sont 
cobtenus par décantation et centrifugation, additionnés de merthiolate 
de Na (concentration finale de 1 p. 10 000) et conservés a 4° GC. Tls sont 
étudiés individuellement d’abord. Souvent ils sont ensuite mélangés, 
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et leur mélange parfois concentré par précipitation par le sulfate 
d’ammonium a 33 p. 100 de saturation. Le volume des globulines 
ainsi obtenues est d’ordinaire le quart du volume du sérum ou mélange 
de sérums utilisé. 


Il. — Méruopes. 


1° La teneur des filtrats de culture et autolysats de bacilles a été 
appréciée comme suit 

Pour les glucides, une premiére approximation est donnée par lta 
réaction de Molisch. Le dosage des hexoses est fait par la méthode au 
phénol de Dubois [44], en utilisant comme étalon une solution fraiche 
de glucose 4 100 ug/ml (un mélange a parties égales de glucose et 
mannose a donné des résultats peu différents). Les pentoses sont 
évalués par la méthode de Bial utilisée qwuantitativement, une solu- 
tion fraiche d’arabinose 4 100 ug/ml étant employée comme référence. 

La quantité des protéines est appréciée qualitativement d’aprés l’im- 
portance du trouble ou du précipité provoqué par laddition d’un égal 
volume d’acide trichloracétique 4 20 p. 100. Le dosage est fait par la 
méthode du biuret selon Gornali [42], en comparant les résultats 
fournis par addition directe du réactif aux milieux étudiés, et par redis- 
solution dans le biuret du précipité obtenu par l’acide trichloracétique. 
Les deuxiémes chiffres sont toujours nettement plus faibles, et ce sont 
eux seuis que nous avons considérés comme correspondant stirement 
a des protéines. Une solution de sérumalbumine humaine a servi de 
référence (nous avons considéré en effet que la méthode du _ biuret 
donnait des chiffres presque identiques pour des quantités égales de 
protéines, quelles que soient leur composition et leur origine. Ne 
disposant pas de tuberculoprotéine purifiée, nous avons préféré utiliser 
une protéine facile 4 obtenir et permettant une bonne standardisation 
de la méthode. Il est certain que nous risquons des erreurs par défaut 
dans le cas des glucoprotéines). 

Le phosphore a été dosé par la méthode de Machebceuf et Delsal [24] 
soit sur le filtrat ou autolysat entier, soit aprés précipitation trichlo- 
racétique. 

2° Les filtrats et autolysats de culture ont été fractionnés par le 
sulfate d’ammonium. Aprés concentration d’environ dix fois par perva- 
poration, et centrifugation, ils ont été acidifiés 4 pH 4 avec de lacide 
acétique. Un précipité tres minime a été recueilli par centrifugation, 
puis redissous dans une solution saline physiologique. Le surnageant 
a été neutralisé et additionné d’une solution saturée neutre de sulfate 
dammonium, de maniére 4 obtenir une concentration de 25 p. 100, 
puis de 75 p. 100. Les précipités formés ont été recueillis par centri- 
fugation, lavés avec une solution de sulfate d’ammonium respective- 
ment & 25 p. 100 et 75 p. 100 de saturation, redissous dans une solution 
saline physiologique et dialysés jusqu’i négativité de l’épreuve avec 
lc chlorure de baryum. 

Un essai de fractionnement A l’alcool a été fait selon la technique 
de Seibert [29] sur un filtrat concentré de bacilles de souche humaine. 
Ce filtrat a d’abord été dialysé vingt-quatre heures contre un tampon 
acétate pH 4,6, » 0,025. Le précipité (PI) obtenu a été recueilli par 
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centrifugation. Au surnageant a été ajouté la moitié de son volume 
d’éthanol. Le précipité P2, lavé par l’alcool a 33 p. 100 a été ensuite 
redissous dans une solution saline physiologique neutre. L’addition 
de tampon acétate pH 4,6 a donné un précipité P2B redissous dans 
un tampon phosphate pH 7,6 et un surnageant P2A dialysé contre ce 
méme tampon phosphate. Au surnageant de la premiére précipitation 
éthanolique nous avons ajouté une nouvelle quantité de tampon acétate 
pH 4.6 de maniére a rétablir la force ionique initiale et de l’alcool 
jusqu’a 75 p. 100 de concentration. Le précipité P38, lavé par l’alcool 
475 p. 100, a été dissous dans du tampon phosphate pH 7,6, le surna- 
ceant S3 a été dialysé et concentré par pervaporation. 


Filtrat concentré pH 4,6 


aaa Précipité PA 


Surnageant + 1/2 volume d/alcool (33%) 


Précipité P2 


So Insoluble pH 4,6 


Soluble pH 4,6 P28 


| P2A 


Surnageant — 2 vol. 1/2 alcool(75%) 


Précipité P3 


Surnageant S3 


Schéma de fractionnement a l’éthanol. 


Les filtrats et les autolysats ont été aussi précipités par l’acide 
trichloracétique 4 la concentration finale de 7 ou 10 p. 100, les surna- 
geants dialysés contre une solution saline physiologique plusieurs fois 
renouvelée. Les précipités ont été redissous par la soude N/10 ajoutée 
jusqu’a neutralisation. Les uns et les autres ont été examinés ensuite 
par analyse immuno-électrophorétique. 

Les filtrats de culture concentrés ont été chauffés au bain-marie soit 
dix mn a 70°, soit dix 4 trente mn & 100°. Nous avons aussi utilisé 
un fltrat de culture autoclavé une heure 4 134° avant toute concen- 
tration. 

3° Différentes attaques enzymatiques ont été essayées : 

La trypsine (trypsine Difco) a été employée en quantité allant de 10 A 
500 ug pour 1 ml d’un milieu renfermant 2 A 8 mg de protéines par 
ml. Aprés vingt-quatre heures de contact & 37° et pH 8, la réaction a 
été arrétée par une goutte de solution d’ovomucoide & 5 p. 1000 ou 
II gouttes d'une solution 10-7>M de D.F.P. (diisopropylfuorophos- 
phate). 
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La chymotrypsine (chymotrypsine ¢ Worthington) a été employée 
4 des doses similaires. Aprés vingt-quatre heures de contact aA ollie, 
pH 8, l’action de l’enzyme a été arrétée par II goultes d’une solu- 
tion 10M de D. F. P. 

L’activité de ces deux enzymes a été appréciée par la diminution du 
précipité obtenu avec l’acide trichloracétique (concentration finale 
id p. 100), et mesurée par le réactif du biuret. 

4° Les méthodes immunochimiques employées sont les suivantes 

La technique du disque (ring-test) a permis une étude préliminaire 
des sérums obtenus par saignée d’essai des lapins immunisés. Seuls ont 
été retenus ceux donnant une réaction rapide et forte avec un autolysat 
de bacilles humains convenablement dilué. 

Pour la méthode d’Ouchterlony [25], nous avons utilisé une gélose 
a 1,5 p. 100 contenant 8,5 p. 1000 de NaCl et 1 p. 10 000 de merthiolate 
de Na, des boites de Petri d’une dimension variable (5 & 10 cm de 
diamétre), un nombre de réservoirs (5 mm de diamétre) de 3 4 8 selon 
les expériences. Apres un délai suffisant pour que les réactions immu- 
nochimiques paraissent terminées, les boites ont été photographiées 
par contact direct. Dans certains cas une microméthode a été employée, 
avec des réservoirs d’environ 2 mm de diamétre, distants de 4 mm les 
uns des autres ; avec ce dispositif, les résultats ont été obltenus en 
vingt-quatre A quarante-huit heures. 

L’analyse immuno-électrophorétique a été faite selon la méthode de 
Grabar et Williams [43], en utilisant des plaques de 9 x 12 cm, une 
gélose 41,5 p. 100 contenant un tampon véronal pH 8,2, uw = 0,025, et 
1 p. 10000 de merthiolate de Na. La durée de l’électrophorése a été 
habituellement de une heure trois quarts avec une différence de poten- 
tiel d’environ 5 volts par centimétre de gélose. Les immunsérums ont 
été déposés ensuite dans des gouttiéres latérales. Les réactions immuno- 
chimiques évoluent assez vite pour que les photographies puissent étre 
d’ordinaire prises au bout de quarante-huit heures. Souvent les traits 
de précipitation sont faibles et apparaissent mal sur les documents 
photographiques, d’ot la nécessité de coloration selon les procédés 
décrits par Uriel et Grabar [34]. Aprés lavage soigneux des plaques 
pendant trois jours dans une solution saline physiologique changée 
chaque jour, dessiccation 4 l’étuve 4 37°, la coloration a été faite par 
l'amidoschwarz, le vert de Lissamine ou mieux encore le Ponceau 5. 


RESULTATS 


I. — ConTROLE DES MILIEUX ANTIGENIQUES ET DES IMMUNSERUMS. 


1° La teneur en protéines des filtrats de culture augmente avec 
le temps. Elle est trés faible au bout de deux a trois semaines, 
un peu plus grande au bout d’un mois, plus importante apres 
deux mois, comme on le voit sur le tableau I. Elle est variable 
d’une expérience & une autre, parfois un peu plus grande pour 
les milieux de culture de bacilles de souche humaine que pour 


les autres. 
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Les variations des glucides sont plus difficiles a apprécier, 
étant donné la grande quantité de sucres amenée par le milieu de 
Sauton., 

2° Les autolysats de bacilles humains et bovins ont une compo- 
sition trés variable selon le procédé employé. Si lon utilise 
comme antiseptique le phénol, l’autolyse est presque nulle (peu 
de glucides sont lbérés et pas de protéines). L’autolyse est a peu 
prés équivalente en présence de toluéne, de xyléne ou de merthio- 


TasLeau I, 


Temps de culture (jours) 


Piltrats cult,BK humains 


[= saat i |e ge me 
[at bas ef or 


late de sodium. Elle atteint un rendement maximum grace a |’asso- 
ciation de merthiolate de sodium et de toluéne (ou de xylene). 

Si l'on recommence l’autolyse de la méme masse _ bacillaire 
a plusieurs reprises, le rendement de ces opérations suit une 
évolution assez caractéristique : lorsque tous les huit jours on 
change le liquide d’autolyse, on voit que sa teneur en glucides 


Tasieau II. 


ier autolysat 2@ autolysat | 3é eusolyset 4@ autolysat 


Précipitation 
ATA 
Molisch 


et en protéines est du méme ordre les deux premiéres semaines ; 
puis elle diminue rapidement, assez faible dans le troisiéme auto- 
lysat, quasi nulle dans le quatrieéme. On peut en juger d’aprés 
les essais qualitatifs (intensité de la précipitation A Vacide tri- 
chloracétique, de la réaction de Molisch) rapportés dans le 
tableau II. 

Des controles paralléles ont été faits par la méthode d’Ouchter- 
lony, en comparant vis-a-vis d'un méme immunsérum les auto- 
lysats successifs d’une méme masse bacillaire. La concentration 
des antigénes a été estimée d’aprés la rapidité d’apparition et la 
place des lignes de précipitation (plus celles-ci sont proches du 
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réservow des anlicorps et plus la concentration en antigenes est 
grande). Dans cette épreuve qualitative le taux des antigenes prin- 
cipaux (ici les polysaccharides) a paru décroitre progressivement 
d'un autolysat a l’autre, étant presque nul dans le quatriéme. 

3° Les immunsérums. Grace aux saignées d’essai successives, 
on peut observer que les anticorps précipitants n’atteignent un 
faux utile qu’au moins un mois aprés la derniére injection immu- 
nisante. I]s augmentent ensuite, puis diminuent si bien qu’il est 
sans intérét, dans notre expérience, de saigner & blanc un animal 
plus de deux mois aprés la fin de l’immunisation. 

Si on a laissé passer ce délai, il est utile de faire une injection 
de rappel. Apres immunisation par voile intradermique, le taux 
d’anticorps semble monter et décroitre un peu plus vite qu’apres 
Immunisation par vole sous-cutanée. 

Les bons immunsérums sont obtenus le plus souvent chez les 
lapins qui ont recu trois injections 4 une semaine d’intervalle de 
bacilles tuberculeux suspendus dans de l’huile de paraffine. Quel- 
quefois, une seule injection suffit pour obtenir le méme résultat. 
La combinaison des immunisations intradermique et sous-cutanée 
s’est montrée dans l’ensemble favorable. Par contre, les quelques 
essais d’injections intrapéritonéales, d’ordinaire associées a des 
injections sous-cutanées, n’ont pas paru amélirer les résultats. 
Quelle que soit la méthode d’immunisation employée, le taux et 
le nombre des anticorps obtenus sont trés variables d’un lapin 
i autre dans des lots comparables. Aussi a-t-il été souvent néces- 
saire de mélanger les antisérums. 

Un petit nombre d’animaux ont été immunisés avec du BCG 
vivant en suspension saline physiologique. Ils n’ont pas développé 
d’anticorps précipitants. 

Les lapins une fois saignés a blanc ont été systématiquement 
autopsiés. Les abcés provoqués par les injections de bacilles 
tuberculeux suspendus dans Vhuile de paraffine sont toujours 
volumineux, d’autant plus qu’ils sont plus anciens. Sauf quelques 
exceptions, et seulement lors d’injections de rappel, ils ne se fistu- 
lisent pas. Les adénopathies régionales sont rarement importantes . 
if est vrai qu’elles sont souvent difficiles a découvrir, car noyées 
dans la diffusion de Vabeés. Des lésions viscérales sont parfois 
constatées : elles consistent avant tout en granulations pulmo- 
naires, d’allure vésiculeuse, saillant 4 la surface du poumon, 
dures & la palpation, en nombre tres variable. L’histologie les 
montre contenir une grande quantité de cellules épithéhoides, 
Quelques tubercules hépatiques ont pu etre observés, d’ordinaire 
peu nombreux. Il n’y a aucun parallélisme entre l’existence et 
Vimportance de ces lésions d’une part, le taux des anticorps 
dautre part. 


156 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Aprés injection intrapéritonéale, les lésions locales sont tres 
importantes : masses et gouttelettes d’allure caséeuse fixées sur 
les viscéres, particuliérement la face inférieure du foie et la rate, 
épaississements péritonéaux et adhérences, adénopathies volumi- 
neuses, 


II. — Les anTIGENES PRESENTS DANS LES FILTRATS DE CULTURE 
ET AUTOLYSATS DES BACIILLES DE SOUCHE HUMAINE H37Rv. 


Pour obtenir une étude immuno-électrophorétique aussi compleéte 
que possible des antigénes solubles des bacilles tuberculeux de 
la souche H87Rv, il est nécessaire d’utiliser pour la révélation 
immunochimique plusieurs antisérums et d’additionner leurs résul- 


Fic. 1. — Schéma d'une analyse immuno-électrophorétique montrant : en haut : 

les traits de précipitation de tous Jes constituants présents dans les autolysats et 

filtrats de culture de bacilles tuberculeux (souche H37Rv) ; en bas : les mémes, 
sauf les traits de précipitation des polysaccharides I et III. 


tats, ou mieux encore d’employer un mélange d’antisérums déja 
sélectionnés. Dans ces conditions lanalyse immuno-électrophoré- 
lique d'un filtrat de culture non chauffé concentré permet 
observer un certain nombre de traits de précipitation. 

Par ordre de mobilité croissante, on note : 

1° Deux longues lignes de précipitation atteignant a leur extré- 
milé rapide le réservoir de départ, ayant a peu prés la méme mobi- 
lité, Pune s’étendant parfois un peu plus que l’autre vers le pdle 
négatif. Ces deux lignes peuvent selon les cas étre paralléles, se 
recouvrir plus ou moins complétement, ou méme se croiser. 

Elles correspondent a deux polysaccharides : 

L’un est le polysaccharide obtenu par fractionnement de la 
tuberculine IP 48. I] s’est montré identique, par la méthode 
d’Ouchterlony (fig. 2), au constituant principal de Vhémosensi- 
line a de Boyden [34] et au polysaccharide somatique de Stacey [82). 

'L’autre est le polysaccharide obtenu par hydrolyse du lipopoly- 
saccharide PMKO. Il donen en milieu gélifié (fig. 3) une réaction 
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didentité avec le polysaccharide extrail des cires D par Asselineau 
el Lederer [2] et avec le constituant principal du polysaccharide 
« lé aux lipides » de Stacey [82]. C’est done indubitablement un 
polysaccharide lié aux lipides. 

Ces deux substances, en raison de leurs propriétés immuno- 


Fic, 2. — Schéma d’une boite d’Ouchterlony montrant Videnté immunochimque 

de divers polysaccharides; au centre S: immunsérum antibacilles tuberculeux ; 

& la périphérie PI : polysaccharide I (sous-fraction I de la tuberculine IP 48) ; 
Ha : hémosensitine a ; PS : polysaccharide somatique de Stacey. 


Fic. 3. — Boifte d’Onchterfony montrant Videntité immunochimique de divers 
échantillons de polysaccharide III ; 360 : immunsérum T 360; D : polysaccharide 
des cires D; PM : polysaccharide du PMKO. 


chimiques, ont justifié un travail particulier que lon trouvera dans 
le numéro suivant des Annales de l'Institut Pasteur [7]. 

2° T)’autres antigénes ont une plus grande mobilité électropho- 
réligue, a en juger par la place de leurs lignes de précipitation. 
Vu leur nombre, et dans un but de désignation provisoire, nous 
les avons numérotés de 1 4 5 dans l’ordre des mobilités crois- 
santes. 

Deux de ces lignes se trouvent en arriére du réservoir de départ, 


Annales de l'Institut Pasteur, 97, n° 2, 1959. 11 
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avec A peu pres la méme mobilité. L’une (n° 1) est fine et externe, 
autre (n° 2) décrit un are assez fermé, relativement dense, loin 
de la gouttiére des anticorps, et apparait un peu apres les autres 
lignes. 

“En avant du réservoir de départ on compte trois traits de préci- 
pitation. Deux d’entre eux (n° 3 et 4) sont longs et forts, surtout 
celuj ayant le n° 4 qui peut se redissoudre en excés d’antigéne. 
Il est toujours plus proche de la gouttiére des anticorps que le 
he a 

Enfin avec quelques immunsérums, apres coloration des es be 
nous avons vu apparaitre un are de précipitation fin (n° 5), d 
mobilité particuli¢rement rapide, situé assez loin de la tie 
des anticorps, soit curviligne, soit plus ouvert. 

Les mobilités de ces constituants sont un peu variables selon 
les expériences et, semble-t-il, selon les quantités d’antigénes 
mises a réagir. Aussi, surtout en ce qui concerne les constituants 
n°’ 3 et 4, une identification reposant sur la seule mobilité élec- 
trophorétique est-elle parfois sujette 4 caution. Bien plus, nous 
avons constaté lors de l’analyse immuno-électrophorétique d’un 
de nos autolysats, un ralentissement de tous les constituants, !a 
ligne de précipitation n° 3 se trouvant en arriére du réservoir 
de départ. 

Tous ces constituants existent dans les autolysats et dans les 
filtrats de culture de 2 mois. Dans les filtrats de culture de 1 mols, 
ils sont plus faibles et peuvent méme paraitre manquer, a l’excep- 
tion du constituant n° 4 et des deux polysaccharides. 

Nous avons eu recours 4 un certain nombre de méthodes pour 
essayer d’identifier ces cinq substances. Ce sont ces seules sub- 
stances que nous avons en vue dans ce qui suit. 


a) Action du chauffage. — ‘La thermosensibilité de ces sub- 
stances est inégale. Le composant n° 4 ne réagit plus avec les 
anlicorps spécifiques aprés dix minutes de chauffage a 70°. Le 
constituant n° 8, déja altéré aprés le traitement précédent, perd 
toute réactivité aprés dix minutes de chauffage a 100°. Il en est 
de méme du constituant n° 1 et probablement du n° 5. Piar contre, 
la substance n° 2 semble résister A ce traitement; sa mobilité 
est cependant légérement augmentée, mais la réactivité avec les 
anticorps n’est pas changée (fig. 4). 


b) Caractéres de précipitabilité. — L’acide trichloracétique a 
une action variable selon sa concentration. Utilisé sur un auto- 
lysat 4 7 p. 100 de concentration finale, il précipite tous les anti- 
génes, mais seulement partiellement, le moins sensible A son action | 
étant le n° 2 (fig. 5). A la concentration finale de 10 p. 100, il préci- 
pite d’un filtrat de culture tous les composants, y compris le n° 2. 
Fait important, dans le précipité redissous par la soude et soumis 
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4 une analyse immuno-électrophorétique, on retrouve tous les 
antigénes inlacts donnant leurs lignes de précipitation habituelles, 
sans changement de forme, ni de mobilité. Il faut aussi remarquer 
qu’une certaine quantité des deux polysaccharides se retrouve 
dans le précipité. 

Ces antigénes précipitent sous l’action du sulfate d’ammonium. 
Certains sont déja en partie précipités a 25 p. 100 de saturation 


Fic. 4. — Schéma de Vanalyse immuno-électrophorétique d’un autolysat de bacilles 


tuberculeux (H37Ry), chauffé dix minutes a 100°. Seuls persistent les traits de 
précipitation des polysaccharides I et JI], et du constituant n° 2, 


Cees 
3 a 


Fic. 5. — Schéma de deux analyses immuno-électrophorétiques : en haut 

diagramme oblenu avec le précipité trichloracétique d'un autolysat de bacilles 

tuberculeux (H37Rv) secondairement redissous ; en bas; diagramme du surnageant 
trichloracétique de ce méme autolysat. 


en ce sel, mais aucun ne l’est complétement qu’a 75 p. 100 de 
saturation, si bien que nous n’avons pas pu obtenir d’individua- 
lisation de tel ou tel constituant selon ce critére. I] est a noter 
qu’une quantité importante d’antigenes polysaccharidiques préci- 
pite 4 75 p. 100 de saturation de sulfate d’ammonium et qu’on 
en trouve un peu dans le précipité obtenu a 25 p. 100 de satu- 
ration. 
Ils précipitent par l’alcool. 
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A pH 4 (P1) une protéine précipite, mais entrainant avec elle 
des polysaccharides. Nous n’avons done pas obtenu de substance 
pure par ce procédé. 

Les composants précipilés par 33 p. 100 d’alcool et solubles 
tant a pH 4,6 qu’a pH 7,6 (P2A) sont au nombre de deux (il est 
possible qu’il s’agisse des constituants 3 et 4). is sont en quantité 
lrés faible. 

Les substances précipitées dans les mimes conditions, mais 
insolubles a pH 4,6 (P2B), ne donnent pas de ligne de précipi- 
tation. 

Dans le précipité oblenu a 75 p. 100 d’alcool (P3) existent 
plusieurs antigénes : on trouve en effet deux lignes de précipi- 
tation en avant du réservoir de départ, dont Pune correspond 
au constituant 4, autre vraisemblablement au composant 38. En 
arriere du réservoir de départ se trouvent deux autres lignes de 
précipitation : une trés allongée due a un polysaccharide, J’autre 
plus courte, située en arri¢re de la précédente et non ideniifiée. 

Le surnageant (S83) de ce dernier précipité ne contient que ces 
deux antigénes polysaccharidiques. 

Nous n’avons pas obtenu, par celte méthode, de renseignement 
sur tous les antigénes, car nous n’avons fractionné qu'un filtrat 
de culture concentré et non un autolysat. 

c) L’action des enzymes protéolytiques. — La trypsine se montre 
dune activité considérable, si l'on en juge par la baisse du préci- 
pilé trichloracétique (mesuré par le réactif du biuret) qu’elle pro- 
voque. Le tableau III en témoigne. 


Tapieau III. 


Filtrat de BK humains; Trypsine 0,2mg/m Sol.saline 
concentré physiologique 


0,125(-62%) 
0,33 


Le pouvoir dégradant de la chymotrypsine est au moins aussi 
grand et non moins constant, Par contre, l’action de ces enzymes 
sur les constituants donnant les traits de précipitation 1 a 5 est 
trés variable. Elle est nulle lorsqu’on utilise des filtrats de culture 
concentrés, mais n’ayant subi aucun autre traitement, tel celui 
étudié dans le tableau précédent. Par contre, elle est nette sur 
les autolysats concentrés et sur les produits de fractionnement 
des filtrats de culture par le sulfate d’ammonium. C’est la chymo- 
lrypsine qui s’est montrée enzyme de choix. Dans les conditions 
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employées, elle dégrade le constituant 4 dont le trait de précipi- 
tation disparait ou devient trés faible. Le constituant 3 est attaqueé, 
mais un peu moins constamment (il y a en effet des différences 
dans les résultats d’une expérience a autre). Les lignes de préeci- 
pitation des constituants 1 et 5 disparaissent elles aussi. Quant 
au composant n° 2, son trait de précipitation reste intact ou au 
plus subit une légére variation de mobilité. 


Fic. 6. — Schéma de Vanalyse immuno-électrophorétique d'un autolysat de 
bacilles tuberculeux (H37Rv), traité par la chymotrypsine. 


Fie, 7. — Schéma de lVanalyse immuno-électrophorétique d’un autolysat de bacilles 
tuberculeux (H37Rv), révélé par Vimmunsérum 1260, entier (en bas) et absorbé 
par la protéine C de Seibert (en haut). 


La trypsine attaque aussi le constituant 4. Sur les autres sub- 


stances son action parait plus faible. 

La différence d’action de ces enzymes sur les filtrats de culture 
concentrés, selon quils sont fractionnés ou non, est singuliére. 
Texplication la plus vraisemblable est que par le fractionnement, 
on ¢limine un inhibiteur de ces enzymes. De fait, apres relargage 
par le sulfate d’ammonium, une partie du précipité obtenu ne se 
redissout pas; l’aspect noirdtre ou brunatre de ces substances 
insolubles donne a penser qu'il ne s’agit pas de protéines déna- 
turées, mais d’autres substances (lipidiques ?) peut-élre primiti- 
vement associées aux protéines. 
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d) Comparaison avec des préparations purifiées, — Deux échan- 
tillons purifiés nous ent donné des résultats intéressants. Une preé- 
paration de protéine C de Seibert a absorbé électivement les anti- 
corps dirigés contre le constituant 4 (fig. 7). Cette absorption a été 
partielle avec 100 wg et compléte avec 200 pg de protéine C pour 
1 ml des antisérums T300 et T260. Avec l’immunsérum T242, 
beaucoup plus riche en anticorps, labsorption a été incomplete 
avec 1 mg de protéine. On peut done affirmer lidentité de notre 
constituant 4 avec la protéine C de Seibert [28], bien que celle-ci 
ait été peut-¢tre partiellement dénaturée au cours de sa prépa- 
ration. 

D’autre part, dans le diagramme immuno-électrophorétique de 
la sous-fraction Iil de la tuberculine IP 48, on trouve un trait 
de précipitation de méme forme et de méme mobilité que celui 
du constituant 2. Un essai d’absorption par la fraction III a 
entrainé une diminution importante des anticorps contre le compo- 
sant 2, A en juger par la réduction d’intensité et d’étendue de 
sa ligne de précipitation, 


Ill. — Les cCoNSTITUANTS DES AUTRES MILIEUX. 


1° Les filtrats de culture de BCG et de bacilles tuberculeux 
de souche bovine donnent des images assez semblables. Par rap- 
port aux filtrats de culture de bacilles de souche humaine, on 
note : 

a) Une diminution nette du polysaccharide lié aux lipides, mais 
non du polysaccharide contenu dans la fraction I de la tubercu- 
line IP 48 ; 

b) De grandes différences dans les antigénes de mobilité rapide. 
‘Le constituant 4 y est, en effet, présent en quantité importante. 
Le constituant 2 est faible et le constituant 3 semble absent : non 
seulement on n’observe pas de trait de précipitation correspon- 
dant, mais encore l’absorption des immunsérums par des quantités 
relativement fortes de filtrat concentré de bacilles bovins laisse 
subsister apparemment tous les anticorps contre ce constituant, 
et eux seuls. Alors que 0,05 ml de filtrat bovin concentré épuisent 
tous les anticorps contre les autres antigénes, 0,3 ml du méme 
filirat sont sans effet sur les anticorps contre le constituant n° 3. 

Dans les filtrats concentrés de BCG, le constituant 2 semble un 
peu plus abondant que dans les filtrats concentrés de bacilles 
bovins. I] est possible qu'il existe une petite quantité de consti- 
tuant 3, 

Nous n’avons pas étudié d’autolysats de bacilles bovins. 

2° La tuberculine brute de l'Institut Pasteur contient en abon- 
dance les deux polysaccharides, mais ne donne aucun autre trait 
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de précipitation. Par absorption avec la tuberculine, on fait dispa- 
raitre les anticorps contre les polysaccharides, et eux seuls. 

3° ‘L’antigéne méthylique n’a pu étre étudié que par la méthode 
d’Ouchterlony [25]. IL semble ne contenir aucun des antigénes 
présents dans les filtrats de culture de bacilles humains. Avec 
quelques immunsérums il a donné deux traits de précipitation 
semblant correspondre a d’autres antigénes. 


* 
x* 


DISCUSSION 
I. — Discussion DES RESULTATS. 


Si on reprend Jes résultats expérimentaux, on peut les regrouper 
pour chaque substance dela maniére qui suit : 

On a par ordre de mobilité croissante : 

a) Deux polysaccharides aux propriétés communes, thermo- 
stables, résistants aux enzymes protéolytiques, partiellement pré- 
cipités par le sulfate d’amimonium et l’alcool. 

b) Le constituant n° 1, qui précipite par Vacide trichloracétique. 
est thermolabile et détruit par la chymotrypsine : c’est certaine- 
ment une protéine. 

c) Le constituant n° 2 est thermostable (il résiste trente minutes 
a 100°). Il n’est pas attaqué par les enzymes protéolytiques. Il 
est précipité par une concentration importante d’acide trichlor- 
acétique (10 p. 100) mais reste en grande partie soluble pour une 
concentration un peu moindre (7 p. 100). Il se retrouve, d’autre 
part, dans une fraction de la tuberculine IP 48 (obtenue, on le 
sait, par précipilation a l’acide benzoique), précipitée par |’ éthanol 
a 34 p. 100. Il s’agit done soit d’un polysaccharide, soit d’une 
glucoprotéine. En raison de la résistance du motif antigénique de 
cette substance A la chaleur et aux enzymes protéolytiques, on 
est en droit de penser que la partie protéique, si elle existe, ne 
joue pas un role essentiel dans la réaction avec les anticorps 
spécifiques. 

d) Le constituant n° 3, thermolabile, attaqué par la chymotryp- 
sine, précipité par l’acide trichloracétique, le sulfate d’ammonium 
et l’éthanol, peut étre considéré avec certitude comme une protéine. 

e) Il en est de méme de la substance n° 4, qui en outre a pu 
étre identifiée avec la protéine C de Seibert {28}. 

f) Le composant n° 5 appartient vraisemblablement a la méme 
catégorie. Il est en effet précipité par [acide trichloracétique 
4’ 7 p. 100, atlaqué par la chymotrypsine et vraisemblablement 
thermolabile. 

Nous sommes done en droit de conclure que nous pouvons 
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classer comme polysaccharides : deux constituants et probablement 
un troisiéme (n° 2) ; comme protéines : trois substances (n°* 1, 3, 4) 
et trés vraisemblablement une quatri¢éme (n° 5). 

Cet inventaire appelle quelques remarques : 

a) Le terme d’antigénes ne convient ni a ces polysaccharides, 
ni 4 ces protéines : ces substances semblent en effet incapables 
de provoquer par elles-mémes la formation d’anticorps (les essais 
d’immunisation avee des filtrats de culture concentrés n’ont donné 
que des échees, quel que soit adjuvant employé). Ce sont a la 
vérité des hapténes, fragments détachés de molécules plus com- 
plexes, dont l'une au moins nous est connue : c’est un lipopoly- 
saccharide, qui donne par hydrolyse un de nos deux polysaccha- 
rides et qui est un antigéne vrai (Choucroun). Le terme d’antigénes 
que nous avons employé tout au long de cet article est done 
inexact. 

b) Les sept consuituants mis en évidence par leurs réactions 
immunochimiques ne représentent qu'une partie des constituants 
hydrosolubles du bacille tuberculeux. Le fait est net pour les 
protéines : outre les trois ou trés vraisemblablement quatre pro- 
téines bien caractérisées, il en existe d’autres, particuliérement 
sensibles & Vaction des enzymes protéolytiques, et en quantité 
importante, & en juger par la grande dimmution du_précipité 
trichloracétique sous Vinfluence de ces enzymes. 

I] en est sans doute de méme des polysaccharides. 

c) Les protéines décelées par leur réaction de précipitation 
avec les anticorps ont toutes des propriétés assez particuliéres. 
Elles sont en effet difficilement attaquables par les enzymes pro- 
téolytiques. Surtout Vacide trichloracétique ne les précipite totale- 
ment qu’a de fortes concentrations et ne les dénature pas. Ceci 
améne a leur supposer une structure spéciale : peut-étre s’agit-il 
de glucoprotéines. 

d) Le fait qu’aucune de ces protéines ne se retrouve dans la 
tuberculine brute implique qu’elles n’ont pas de rapport direct 
avec Ja mise en évidence de Vallergie tuberculinique. Il est pos- 
sible cependant qu’elles donnent naissance a des produits de 
dégradation ne réagissant pas in vitro avec les anticorps, mais 
encore capables in vivo de déceler une hypersensibilité retardée. 


II. — Les RESULTATS DES AUTRES AUTEURS. 


1° Les polysaccharides du hbacille tuberculeux ont fait Vobjet 
de nombreux travaux, parmi lesquels nous citerons ceux de 
Seibert [28, 29]. Dans les filtrats de culture de bacilles tuberculeux, 
cet auteur a décrit deux polysaccharides : 

a) L’un, appelé par elle polysaccharide I, de petit poids molé- 
culaire, donnant un pie diffus a Vélectrophorese ; 
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b) L’autre précipitable par Véthanol a 30 p. 100, de poids 
moléculaire d’au moins 100 G00, ayant la méme mobilité électro- 


Bharelque que le précédent, mais donnant un pic étroit, qui a 
recu le n° II (29). 


Plus tard, Sorkin et Boyden [84], étudiant les facteurs fixés 
sur les globules rouges dans la réaction de Middlebrook-Dubos, 
ont isolé des filtrats de culture de bacilles tuberculeux deux 
substances. L’une thermostable, l’hémosensitine a, est considérée 
par eux comme quasi identique au polysaccharide I de Seibert 
(qui n’a pas de pouvoir hémosensibilisant, mais peut inhiber 
Vhémagglutination). L’autre, l’hémosensitine p, est thermolabile 
et précipitable par le sulfate d’ammonium. 

Nos constatations sont un peu différentes. Nous avons vu que 
Je polysaccharide de la fraction I de la tuberculine IP 48 est 
aussi le constituant principal de l’hémosensitine «. On peut done 
présumer qu’il est identique au polysaccharide I de Seibert, et 
pour respecter la nomenclature de cet auteur, c’est Ja dénomi- 
nation de polysaccharide I que nous retiendrons pour ce compo- 
sant. Le polysaccharide provenant du lipopolysaccharide, par 
contre, n’avait pas été signalé jusqu’éa maintenant dans les filtrats 
rk culture de bacilles tuberculeux. Il faut done lui donner !e 

ae BE 


Y a-t-ul dans nos immunsérums des anticorps contre le poly- 
saccharide II de Seibert [29]? Ceci nous améne a discuter de 
Videntification de notre constituant 2, Nous avons vu qu’il s’agit 
vraisemblablement d’un polysaccharide (ou peut-étre d’une eluco- 
protéine), & poids moléc ulaire relativement élevé et qu "il est 
précipitable par |’éthanol & 34 p. 100. Sa mobilité électrophoré- 
tique est élroitement définie, 4 en juger par l’are court et rela- 
tivement fermé de sa ligne de précipitation, mais elle est un peu 
plus grande que celle du polysaccharide I (ou, plus exactement, 
identique a celle des molécules les plus rapides du polysaccha- 
ride I), Ces caractéres ressemblent & ceux du polysaccharide I, 
et il est possible, sans qu’on puisse l’affirmer avec certitude, 
que notre constituant 2 et le polysaccharide IT de Seibert soient 
une seule et méme substance. 

On trouve encore ce composant n° 2 dans l’hémosensitine 6 [34], 
mais l’hémosensitine fp est thermolabile, et le composant n° 2 ne 
Vest pas. Il est possible, cerles, que le chauffage modifie les 
propriétés biologiques d’une substance sans toucher & sa capacité 
de réagir avec les anticorps. Les rapports de Vhémosensitine £ 
et de la substance n° 2 sont néanmoins discutables. 

Les travaux sur les polysaccharides extraits des corps bacil- 
laires sont eux aussi nombreux. Heidelberger et Menzel ont isolé 
deux polysaccharides différant par leur pouvoir rotatoire [417]. 
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Plus tard, Stacey et ses collaborateurs ont obtenu aussi deux 
polysaccharides, Tum lié aux lipides, Vautre dit « soma- 
tique » [82]. De son cété Anderson a pu montrer, au cours de 
son analyse des lipides du bacille tuberculeux, que l'une de ses 
fractions, appelée cire D [4], contenait un polysaccharide, dont 
l'étude chimique a été reprise par Asselineau et Lederer [2]. Ces 
auteurs ont montré Videntité chimique de ce polysaccharide avec 
celui contenu dans le lipopolysaccharide PMKO de Chou- 
croun [3, 9]. 

Nous avons vu que notre polysaccharide III est identique au 
polysaccharide du PMKO. Il l’est aussi au polysaccharide des 
cires D et on peut lappeler a juste titre polysaccharide lié aux 
lipides. Le polysaccharide I est-il le polysaccharide somafique 
isolé par Stacey? Sans doute oui, & en juger par la réaction 
d'identité observée grace a la méthode d’Ouchterlony, entre notre 
polysaccharide I et une fraction isolée par Stacey comme poly- 
saccharide somalique. 

Ainsi peut-on affirmer que Jes deux principaux polysaccharides 
des filtrats de culture (n° [ et III) sont analogues a ceux extraits 
des corps bacillaires par différents auteurs. Ce raisonnement 
s’étend peut-étre aux polysaccharides isolés par Heidelberger et 
Menzel, qui ont & peu prés les mémes pouvoirs rotatoires (environ 
+25° et +80°) que ceux de Stacey. 

2° En ce qui concerne les protéines du bacille tuberculeux, ce 
sont surtout celles des filtrats de culture qui ont été étudiées, en 
particulier par Seibert [28]. Cet auteur a isolé trois protéines : 
C qui précipite 4 pH 4, B a peu pres de méme mobilité électro- 
phorétique et précipitée par l’éthanol a 30 p. 100, enfin A, Ja 
plus soluble et la plus lente 4 l’électrophorése. Plus rapides 
encore que la protéine C existent des nucléoprotéines. 

Usant de méthodes purement sérologiques, Boyden et Sorkin [6] 
ont montré Vexistence d’au moins quatre protéines actives dans 
le test d’agglutination passive des hématies tannées (et toutes, 
sauf une, thermolabiles). 

Nos résultats sont en assez bon accord avec ces travaux. Nous 
avons trouvé en effet trois protéines, dont la plus rapide, le 
constituant 4, a pu étre identifié & la protéine C (retenons cepen- 
dent qu’une partie seulement de ce constituant précipite a pH 4). 
Une autre protéine (constituant 3) est un peu plus lente que la 
précédente, mais lécart des mobilités est faible, du méme ordre 
que celui entre les protéines B et C. Par contre, notre compo- 
sant 1 est beaucoup plus lent et pourrait correspondre a la 
protéine A de Seibert : en tout cas l’échelonnement des mobilités 
de nos constituants est similaire A celui indiqué par Seibert pour 
ces protéines. Par contre, les résultats des fractionnements par 
le sulfate d’ammonium et par l’éthanol différent de ceux de 
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Seibert, car ils ne nous ont pas donné de fractions immunochimi- 
quement pures. 

Enfin, notre constituant 5, nettement plus rapide que la pro- 
téine C et trés vraisemblablement protéique lu aussi, est-il la 
nucléoprotéine décrite par Seibert ? Nous ne pouvons laffirmer ; 
cependant, la non-dénaturation de cette substance, lors de sa 
précipitation par lacide trichloracétique, rend le fait peu vrai- 
semblable. 


II]. — ‘Les coNSTITUANTS DES AUTRES MILIEUX. 


Nous avons été frappés, nous l’avons noté plus haut, par les 
aifférences entre les constituants des filtrats de souches humaine 
et bovine. 

La diminution du polysaccharide II dans les filtrats de culture 
de bacilles bovins et de BCG est en accord avec les constatations 
d’Asselineau et Lederer [2], qui ont montré que le taux des 
cires D était moindre dans les bacilles de souche bovine. 

Les variations des protéines sont plus difficiles 4 interpréter. 
En effet, le rendement quantitatif et qualitatif en protéines est 
différent d’une souche bacillaire 4 une autre, méme si ces souches 
sont de la méme variété, humaine ou bovine. Ainsi Seibert [28] 
a-t-elle constaté que les filtrats de culture de la souche DT con- 
tiennent beaucoup plus de protéine B que ceux de la souche 
H387Ra. Nos études portent sur trop peu de souches pour que 
nous puissions donner a nos résultats une valeur générale et 
affirmer qu’il existe une différence constante, quant aux protéines 
contenues dans les filtrats de culture, entre les bacilles tuber- 
culeux humains et bovins. 


RESUME 


Grace A lanalyse immuno-électrophorélique, nous avons pu 
dénombrer, dans les filtrats de culture et autolysats non chauffés 
de bacilles tuberculeux de souche humaine H87Rv : 

a) Deux polysaccharides, l’un identique au polysaccharide I de 
Seibert et l’autre provenant de Vhydrolyse d’un lipopolysaccha- 
ride, pour lequel nous proposons le n° IL. Un troisiéme consti- 
tuant est probablement polysaccharidique, ¢’est peut-étre le poly- 
saccharide II de Seibert. 

b) Trois et trés vraisemblablement quatre protéines, dont l'une 
est la protéine C de Seibert. Ces substances ont des propriétés 
chimiques particuliéres, telles que le peu de sensibilité aux 
enzymes protéolytiques et la non-dénaturation par l’acide trichlor- 
acélique ; toutes sont thermolabiles. 
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Dans les filtrats de culture de bacille de souche bovine 1099, 
nous avons nolé par rapport aux filtrats de bacilles H87Rv une 
diminution du polysaccharide HI et la grande diminution ou 
labsence dune protéine. 

Dans la tuberculine brute n’existent que les polysaccharides I 
et Ill. 

Toutes ces substances sont des hapténes, incapables de provo- 
quer la formation d’anticorps, et seraient done des produits de 
dégradation de molécules plus complexes. 


SUMMARY 


IMMUNOCHEMICAL STUDIES ON SOLUBLE ANTIGENS AND HAPTENS 
OF THE TUBERCLE BACILLI. 


I. — JsSoLATION AND IDENTIFICATION OF THE COMPONENTS 
PRECIPITATING WITH SPECIFIC IMMUNE SERA. 


By means of immuno-electrophoretic analysis the following 
components have been identified in culture filtrates and unheated 
autolvsates of the human strain H87Rv : 

a) Two polysaccharides, one identical with Seibert’s polysac- 
charide I, the other obtained by hydrolysis of a lpopolysaccharide 
(which might be called polysaccharide III). A third component 
seems to be a polysaccharide and js perhaps identical with 
Seibert’s polysaccharide II. 

b) Three (and probably four) proteins, one of them being 
Seibert’s C protein. These substances possess particular pro- 
perties : proteolytic enzymes have but a very low activity on them 
and they are not degraded by trichloracetic acid; they are all 
thermolahile. 

Culture filtrates of the bovine strain 1099 contain less poly- 
saccharide III than those of the strain H37Rv ; one of the proteins 
is absent or in a very low concentration. 

Old tuberculin contains only polysaccharides I and III. 

All these substances are haptens, unable to induce the formation 
of antibodies, and seem to be degradation products of more 
complex molecules. 


* 
wk 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A L’INSTITUT PASTEUR EN 1958 


par R. BEQUIGNON et Ch. VIALAT (*). 


(Institut Pasteur) 


1° Personnes traitées ; 833 personnes mordues se sont présen- 
tées a la consultation du Service de la Rage. A 151 le traitement 
a été conseillé et 104 Pont subi. 


2° Méthode de traitement : La méthode employée est la méthode 
des vaccins phéniqués (Fermi). Emulsion a 5 p. 100 de matiére 
cérébrale de mouton succombant au virus fixe, dans l’eau physio- 
logique phéniquée & 1 p. 100. On emploie exclusivement pour la 
préparation du vaccin de jeunes moutons en bon état de santé, 
d’un poids moyen de 42 kg, dont lencéphale pése environ 
90 a 100 g. Apres inoculation intracérébrale, ils sont sacrifiés le 
huiligme jour et leur encéphale extrait; aprés contréle de viru- 
lence et de stérilité, les cerveaux sont broyés et 5 parties de 
broyat de cerveau sont émulsionnées dans 100 parties d’eau 
physiologique phéniquée a1 p. 100, puis la suspension est placée 
vingt-quatre heures dans une étuve a 22° C, avant d’étre mise en 
ampoules. Les ampoules de vaccin sont conservées pendant une 
semaine a la température de 2°C a 5°C, avant d’étre livrées. 
Chaque jour, les sujets en traitement recoivent une ampoule de 
5 ml (demi-dose pour les enfants) par voie sous-cutanée au niveau 
de la région péri-ombilicale. Le traitement a une durée de quinze, 
vingt ou trente jours selon Je siége et la gravité des morsures. 

Le virus fixe utilisé représentait, le 31 décembre 1958, le 
1 980° passage de la souche isolée par Pasteur le 19 novembre 
1882 et employée pour la vaccination A partir du 90° passage lors 
de la création du Service de la Rage, rue d’Ulm. La souche est 
entretenue sur Je lapin. 

Le contrdle de la valeur antigénique du vaccin antirabique 
phéniqué est effectué sur lapin selon une épreuve publiée ante- 
rieurement (Béquignon et Vialat [4)). 

Depuis le 25 février 1955, l’approvisionnement en sérum anti- 
rabique purifié permet l’usage de cetle prophylaxie, dans les 


(*) Manuscrit recu le 3 mars 1959. 
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morsures récentes. La vaccination est, par prudence, mise en 
ceuvre a la suile de cette prophylaxie dans les cas de suspicion 
de rage. Dans les cas oti la suspicion de rage est peu probable et 
permet d’attendre la lecture des coupes histologiques du nevraxe 
de l’animal mordeur, le sérum seul a été utilisé pour la pro- 
phylaxie. 


3° Répartition des personnes traitées d’apres le territoire sur 
iequel elles ont été mordues : 


fee) gl eee Pec cheatin Ono Fin cand oGEanEM Ot sc amos f 5 
Afrique Equatoriale Frameaise ............-...+.+.0+:.- 1 
Afrique Occidentale Pramcaise <2. -25...-54---9--- == 6 
1a tl ee ee te eC RN ay SoM ow d codons oF 0 cdle.adiie 1 
1 Dye) OL MD ee cans aiciao ono otro olomed.a hid Giaicttrd.o Dio. c.0 6.85. c 1 
| Diet (cto MS Sc ehh ee ORAS OILS, cD Oro I uteae tea gf aio.t + 84 
Mar: occee sian cian ce ttn te ae cr me Teenie ae rere 4 
HUG abil ees MeeremC os Gade anger otSo sas e gO Boone 2 


4° Répartition des personnes traitées suivant lanimal mordeur : 


Chien de? proprrebaime COMMU se, okaeter eee sere 31 
Chienierrantt) ...te<Ssaasrteetee eee ee Ce ane eee ces 68 
Ghatwerrant) pcaseasne-scpeien a eee res See eee 3 
SUMO” dy cheec spans. oictetews, Settee ee ale oro eter aero 1 
Souris) (ace: des) rues) expérimentale) fy a.c ee e ib 


5° Répartition des personnes trailées daprés les preuves de 
rage chez Vanimal mordeur : 


Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par le déve'oppement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le cerveau ou par examen histologique. 


Catégorie B. — La rage de |’animal mordeur a été constatée 
par examen vétérinaire. 
Catégorie C, — L’animal mordeur est suspect de rage. 
Catégorie A’ vier. aeattran set cree roe nC Eee 10 
Cate OTIC A B.. aysccpry tact cotta eo eR aCe EE ee erate 1 
Catésorie. > Cae eciae cerca ee sre eC ee eee 93 


Les névraxes de 209 animaux ont été examinés par le Service 
de la Rage. Cent quatre-vingt-dix fois les commémoratifs de la 
morsure de l’animal et examen histologique du systeme nerveux 
nous ont autorisés a ne pas inslituer ou A suspendre le traitement 
chez les personnes mordues. 

Les principes généraux qui ont dicté cette décision ont été rap- 
pelés dans un rapport précédent [2]. 
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_ Au cours de l'année 1958, cing cas de rage ont été isolés au 
Service de la Rage, provenant du territoire métropolitain : un cas 
chez le chien dans le Gers, deux cas chez le chien dans les Cotes 
du Nord, un cas chez le chien encore dans le Morbihan, enfin 
un cas chez un bovidé des Basses-Pyrénées. Aucun cas de rage 
n’a élé reconnu au cours du deuxiéme semestre de l’année 


6° Répartition des personnes trailées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 


o 


7° Lépartition des personnes traitées suivant que les vétements 
ont été interposés ou non: 


LEXSENLOL SAR Veiee Beans Ponts ene eee ns Op SUR, Dy sg PRIES, et ees oe 79 


8° Répartition des personnes traitées d’aprées le siege de la 
morsure : 


TUERO saree eens nt Nee SE aI Seer cian ee eee Coseck oth ons Pea owre ee 112 
WGTTRU GN ASEP CUM DETR TSUTSS (eres, Foe a ee oes noe Mieco vid: 61 
WTOC Rotate = paottie ae oo wie nuke satiate saan perk 2 
Memibresmimfénietrs ss cpyctc scrsyscraug sitter aes reesei “ates ort 29 


9° Répartition des personnes trailtées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure eft le traitement: 


OURAN OUTSH eee. Ae Gaus sete cient stereos cima gat haatae Gee hectare 58 
DE, iA OULSH: hie. Site no hateeerys tema Maen ets neds ARP aaces 26 
Sea la OURS: cae fe cence ie weslo ae ayo as ca otis ane cies 9 
Ii CALM OUI Rois sun onpind vl Modus Modo cal ooe OBA add aan x 7 
Dns COAL vWenilitss 2 oo wa naga ds ooone cs pomseamote Doon edor 4 


10° Répartition par département des personnes mordues en 
France métropolitaine : 


Ar dG@milessmercanyte cise 1 MIBWIOVE CEN@=)) Socosac 2 
(CHINAGIOS oocéenossase il Monona saryverrserrser 3 
CANUEN| reece, aoe 1 Sart hne@wasiaere ners 1 
WORTOZOCg Mhaayc. ss crsieeee 1 5 Parise. acs 23 
Cétes-du-Nord ...... 3 peme Banlieue ... 20 
(CIRSDISS Rae Manito ontere 2 Seine-Maritime ..... 1 
MRS Bo qandcooue 1 Seine-et-Marne ..... 2 
Cainel ese ae pemee 6 il Seine-et-Oise ....... J2 
GirOnade™ cnr sor tea 1 Vendée™ 2i.-6 acorns 1 
Loire-Atlantique 4 Vienme(Ete=) evar 1 
Man chiet accvas cence: c 2 
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Le tableau ci-joint indique les résultats des vaccinations anti- 
rabiques depuis la mise en application de la méthode phéniquee. 


cc 


Années Personnes traitees Mortalité 
| 2 3 4 70 
1952 77/ — —_ 77 0,00 
i935 85 —_— — 85 0,00 
1954 80 Se a 80 0,00 
[955 ot : 19 Tah 0,00 


1956+)" sea) aaheaz 


Wow 73 i ZS 


1958 92 6 6 


Total 
général DO ae JS 


1. Vaccin antirabique phéniqué seul ; 2. Sérum antirabique + vaccin antirabique 
phéniqué ; 3. Sérum antirabique seul ; 4. Total des personnes traitées dans ]’année. 


Le Service de la Rage a, en outre, fabriqué pendant Vannée : 
80 litres de vaccin antirabique phéniqué a usage humain ; 
272 litres de vaccin antirabique phéniqué 4 usage vétérinaire. 

11° Mesures prises en vue de suiwre l’évolution des cas traités 
pendant six mois au maximum. 

Les médecins sont priés de nous tenir au courant des accidents 
qui pourraient se produire pendant Jes six mois qui suivent le 
traitement. 

12° Accidents paralytiques : Néant. 

13° Décés : Néant. 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
AU CENTRE HOSPITALIER REGIONAL DE TOULOUSE 
EN 1958 


par G. ANDRIEU. 


1° Personnes traitées : 28. 


2° Méthode de traitement: Vaccin phéniqué (Fermi), sérum 
antirabique équin. 


3° Répartition des personnes traitées d’aprés le terriloire sur 
lequel elles ont été mordues : 


Gull Gees Fee 2 eaten ea eerie INR tates hoes Ree nes 2 
INV EST Rayer cca oe cee NOM ORT tS) AMPERES AGA elle Wier ts ecan Bat RN Bees 5 
ISR GNG S) Mm Re aah eee rahe DAN CCRRMRTD Gime i Wei ta eae | Sse) Bel ets 21 


Olah ic ee Se ee tt nen: oan ne I AA En? AS Ae pe Ree 22 
(GIIVATS Daye em Bay te 58 / Aehienas 10. i Rie eae ene ney ny Semin 8 A AT en AUN e 5s 
[EBT Oe acepern mathant hreth ge ARNE fis a etna Mee AUP ch nl BP dr km Nome toe il 


5° Répartition des personnes traitées daprés les preuves de 
rage chez Vanimal mordeur : 


Gate OOnie Ale eat clate son tei in sieetohces eu nlehelere aap eisvoted cisco eee 6 
abe DOriem Bee napecctosrccscumeteeiareeras seid ken ieee tesecarete tebe il 
Cal GOTO UG Tae cr tevocenatet ast cielo es ecrertere skclers Stel Pelee 21 


6° Répartition des personnes traitées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 


(POO ayo cuca LSeunsoeadoosasee uno poaraDGGannGODe 6 
Supenticrelllessaaern tay crete eect rerel errr crt 14 
ISOMER) Scloonacudioo gon ob uoduee onus o DO codS SmmomIooNd 8 


7° Répartition des personnes traitées suivant que les vétements 
ont été interposés ou non: 


Pea "mue ee - arn BT Ry ete Se he eet seins 
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8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siége de la 
morsure | 


TOté.  cenricekedt avintaaeeccde eee eee eee 5 
Membres) isupérieums: i shi. ont cls bmeteeeer tertile 14 
Ni 0) 1 mea en POA eS A GPSIRIS TG AE RATAING Bitio Sitio giGie S AH a" 0 
Merbres. nferieurs® 1. oe tence ee eiee ieee see eneitere 9 


9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de 
jours écoulés entre la morsure et le traitement : 


Oiae AL NOMS Com sete aero cca tence ele EN amelie Re eee aon ee 8 
Brae T fOUrS: ees rch eet ee eee 4 
Sie Wal Slt UA ceuon Bod oes ot ooo ono OI Gobo o Se 10 
LS A DU OUTSS aie co ogeaustae oe ee ts eee eee a heen 6 
rts LOD MOULS) (eee) sor oer ie ee reer ee nee 0 
10° Répartition par départements des personnes mordues en 


France métropolitaine : 


ATIC GO 8. Dao:e 2 ic tirtanacne notes ee ate aleTeraltteks One cia aie cel temal raya tere tea 
Garonne’ (Hte=)) (cits. en te ree hot aeee aire erent are 
C2 eet Selo Aire LTA Ne Miho. A Ginencig cw. bb 2,0 


Tarn 


11° Répartition des personnes traitées suivant le traitement 
appliqué : 


Vaccineantirabiques Seu erates err aie eee 24 
Vaccine +2 Sérunn osecae bebe ae hee etoile ake Acre Ome reee 3 
SET wis Seuilh® £2 eka eee SOUR eRe ie) eee Steer ee eae 1 


12° Accidents paralytiques : Néant. 
18° Décés : Néant. 
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ENREGISTREMENT 
DES COURBES DE CROISSANCE MICROBIENNE 
PAR LE MICROBIOPHOTOMETRE ELECTRONIQUE 


par Michel FAGUET (*). 


(Institut Pasteur, Paris) 


Nous avons déja donné [4] le principe d’une technique permet- 
tant d’obtenir automatiquement les courbes de croissance de 
cultures microbiennes. Nous décrivons aujourd’hui un nouveau 
systéme dans lequel J utilisation de J électronique multiplie 
approximativement par dix la sensibilité, la précision et la rapi- 
dité des mesures 

Cette technique, qui utilise les propriétés optiques des suspen- 
sions, permet de connaitre A tout moment de l’évolution d’une 
culture, la quantité de germes et Je taux de croissance, sans 
risquer de la perturber par des prélevements, et de la suivre, nuit 
et jour, au cours a’ expériences qui peuvent ¢ étre tres longues (fig. S) 
et durer plusieurs semaines, Cela n’a été rendu possible que par 
la mise au point d’un stabilisateur électronique donnant un cou- 
rant constant 4 3 x 10-* prés. 

Le nouveau microbiophotomeétre permet l’enregistrement continu 
et simultané de six courbes de croissance. Un point est déterminé 
toutes les dix secondes. 'Le systéme d’agitation des cultures, entié- 
rement modifié, est électromagnétique. Des dosages d’oxygéne 
dans les cultures, par la méthode de Nicloux, nous ont montré 
que l’aération est suffisante pour la croissance normale de germes 
exigeants en oxygéne, comme B. subtilis. Enfin | augmenta- 
tion de la sensibilité de la méthode nous a permis d’utiliser ia 
cellule dans la partie la plus intéressante de sa courbe de réponse. 


LE MICROBIOPHOTOMETRE ENREGISTREUR ELECTRONIQUE (1). 


Le principe des mesures consiste dans l’enregistrement de !a 
force électromotrice produite par Ja cellule photoélectrique, sous 
Vinfluence d’un éclairement qui varie suivant le degré d’opacité 
de la culture traversée par Je rayon lumineux. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 17 avril 1959. 

(1) La mise au point du microbiophotométre électronique a été 
effectuée par la Société MECI, avec la collaboration de M. Semére, ingé- 
nieur du Service des Etudes de cette Société. 
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La source lumineuse, le syst¢me optique et la cellule sont fixes. 
Les cuves, au nombre de six, sont mobiles autour d’un axe central 
et font un tour complet en soixante secondes (fig. 1). 

Chacune des six cultures passe devant la cellule toutes les dix 
secondes déterminant ainsi, l’inscription d’un point sur la courbe 
correspondant a cette culture. Chaque cuve passe done une fois 
par minute devant le systéme de mesure. Les six courbes obtenues 
se différencient les unes des autres par des couleurs différentes. 


Fic. 1. — Schéma de principe du microbiophotométre. Ph, cellule photo-électrique ; 
C, cuves 4 cultures; S, source lumineuse ; A, syst¢éme optique. La source S et ie 
systtme optique A sont fixes. Les cuves sont mobiles autour de S. 


L’appareil comprend trois éléments : 
1° Le microbiophotométre, 

2° ‘Le stabilisateur de courant, 

3° Le syst¢me enregistreur. 


MicrosiopHotomETrRE. — Il est constitué par une boite métal- 
lique calorifugée formant étuve. 

La partie supérieure contient la source lumineuse et ses dispo- 
sitifs de réglage, le systeme optique, les diaphragmes et porte- 
écrans, les résistances chauffantes, le thermométre régulateur, la 
cellule photoélectrique enfermée dans un systéme blindé a V’abri 
de toute action extérieure. 

‘La partie inférieure de la boite contient le systéme d’entraine- 
ment des cuves, les six moteurs actionnant les agitateurs électro- 


magnétiques et les différents relais permettant la marche auto- 
matique de l'appareil. 
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La température intérieure est réglée par un thermometre régu- 
lateur et permet de travailler entre 30° et 40 C. 

L’agitation des cultures est obtenue par de petits agitateurs 
tournant au sein de chaque culture. Leur rotation est commandée 
par un systéme éleclromagnétique. Le dosage de l’oxygéne dans 
les cultures, au cours de leur croissance, a montré que “Taération 
était suffisante, méme pour des germes consommant une quantité 
importante d’oxygéne au cours ‘de leur multiplication. 

Les cuves a cultures sont des tubes de verre calibrés de 23 mm 
de diamétre et de 150 mm de hauteur. Ils ont été étudiés pour 
contenir 20 cm’ de milieu de culture. 


rhéostat 


pile séche 
de tarage ee 


fil calibré 


asservissement 
électronique 


moteur 


xu llul 
d’équilibrage weayeres 


photoélectrique 


Vic. 2. — Schéma de principe du potentiométre automatique utilisé dans Je 
microbiophotométre enregistreur. 


La source lumineuse est constituée par une ampoule a filament 
de tungsténe rectiligne, fonctionnant sous 24 volts et 0,15 ampéres. 
Elle est placée au foy er d’un systéme optique donnant un faisceau 
de rayons sensiblement paralléles. 

Elle est alimentée par un stabilisateur électronique qui constitue 
l'une des parties essentielles de l'appareil. Il permet la stabili- 
sation du courant-secteur a 3 x 10— prés, quelle que soit 
la durée de l’expérience, méme si elle atteint et dépasse plusieurs 
semaines, en marche continue. La dérive est nulle. 

Le sYSTEME ENREGISTREUR. — L’appareil enregistreur est un 
potentiométre automatique électronique qui mesure la force élec- 
tromotrice engendrée par la cellule photoélectrique, force élec- 
tromotrice qui est fonction de l’éclairement auquel est soumis ia 
cellule. La mesure s’effectue en opposant a la force électro- 
motrice égale et contraire et dont la valeur peut étre exactement 
connue. 
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Cet appareil comprend : 

a) Un circuit de mesure ; 

b) Un mécanisme d’équilibrage capable d’établir et de main- 
tenir l’égalité des forces électromotrices opposées et comprenant 
notamment un amplificateur électronique ; 

c) Un mécanisme de tarage automatique, qui assure la cons- 
tance du courant dans le circuit de mesure ; 

d) Un mécanisme enregistreur et un moteur qui assure le dérou- 
lement du papier diagramme. 
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Ww 
4.000 5.000 6.000 7000 8.000 
LONGUEUR D’ONDE A 
Fic. 3. — I, courbe de sensibilité de la cellule. II, courbe de sensibilité de l'ceil. 


Le circuit de mesure comprend, d’une part le circuit de Ja 
cellule et un dispositif d’asservissement électronique, d’autre part 
le circuit potentiométrique avec la pile séche, le rhéostat de tarage 
et le fil calibré de résistance connue et uniforme (fig. 2). 

Pour une valeur bien déterminée du courant produit par !a 
pile séche, on connait exactement la valeur de la différence de 
potentiel qui existe entre une extrémité du fil calibré et le point 
de contact du curseur sur ce fil. 

I} s’agit done de chercher une position du curseur le long du 
fil calibré, telle que cette différence de potentiel soit égale et 
opposce a la force électromotrice engendrée par la cellule. Cette 
opération est réalisée aulomatiquement par le dispositif d’asser- 
vissement électronique. 

Pour réaliser le tarage, on compare la force électromotrice 
d'une pile étalon a la différence de potentiel provoquée par le 
passage du courant produit par la pile séche dans une résistance 
fixe. 
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Le méme asservissement permet la manceuvre automatique du 
rhéostat de tarage. 

A Ja fin de la mesure ou de l’étalonnage il ne circule plus aucun 
courant dans le circuit de la cellule photoélectrique, et ainsi {a 
résistance du circuit extérieur, comprenant la cellule, n’a_ pas 
d’influence sur l’exactitude de la mesure. 

Il est utile d’indiquer que cet appareil est étudié pour une 
marche continue pouvant dépasser plusieurs semaines ou plu- 
sieurs mois. 

Le papier-diagramme se déroule a la vitesse variant de 10 mm 
a Vheure a 250 mm. Chaque rouleau contient 40 m de papier. 
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Fic. 4. — Force électro-motrice en circuit ouvert en fonction de 1l’éclairement 
(cellule Westaphot). 


La cellule photoélectrique utilisée est une photo-pile au sélé- 
nium (2). Elle se compose d’une plaque d’acier sur laquelle est 
déposée une couche trés mince de sélénium, dont l’épaisseur est 
de Vordre de 1/10 de millimétre. Des traitement appropriés ont 
amené le sélénium a sa forme conductrice et photo-sensible. A Ja 
surface de la couche de sélénium est déposée une pellicule meétal- 
lique mince, conductrice et transparente. 

Nous avons constaté, au cours d’essais ayant duré plusieurs 
mois, que cette cellule, maintenue sous des éclairements minimes 
et a l’abri des agents extérieurs, est stable et conserve pratique- 
ment toute sa sensibilité. 

Ainsi que le montre la figure 3, leffet photoélectrique débute 
vers 8000 A, passe par un maximum vers 5700 A et descend 


(2) C’est une cellule Westaphot, fabriquée par la C'® Westinghouse. 
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lentement jusqu’a 3500 A. La courbe nous montre qu'elle est 
encore trés sensible dans le rouge ott nous Vutilisons princi- 
palement. 

Cette cellule recoit un flux lumineux variable faible, qui crée 
une force électromotrice. La figure 4 représente la force électro- 
motrice de la cellule, en circuit ouvert, en fonction de |’éclaire- 
ment. 

Dans notre appareil, elle recoit seulement quelques lux et la 
force électromotrice développée ne dépasse pas | millivolt et reste 
généralement, dans nos mesures, inférieure a 0,5 millivolt. Le 
graphique de la figure 4 montre que nous utilisons la cellule dans 
la partie rectiligne de la courbe. De plus, pendant la mesure, 
la cellule ne débite aucun courant. 


LES COURBES DE CROISSANCE OBTENUES PAR LE MICROBIOPHOTO- 
METRE, — Les courbes obtenues par le microbiophotométre élec- 
tronique traduisent les variations d’intensité d’un flux lumineux 
monochromatique constant traversant la suspension bactérienne . 


aoe Di 


I, étant le flux incident, I le flux transmis et Iq le flux diffusé 
par la suspension et le milieu. A l’échelle des grandeurs mesu- 
rées, Veffet Raman accompagnant la diffusion moléculaire peut 
élre négligé. 

Bien que nous ne désirions pas exposer la théorie compléte 
des lois qui régissent la marche d’un faisceau lumineux dans un 
milieu trouble, nous devons toutefois indiquer que la loi de 
Rayleigh [2] ne s’applique pas aux suspensions bactériennes, les 
microbes pouvant étre considérés comme des particules assez 
grosses (2 4 6 w en moyenne) par rapport 4 la longueur d’onde 
de la lumiére utilisée. 

In traversant le milieu trouble [8], onde lumineuse incidente 
est déformée par la présence des microbes et la propagation de 
sa phase est modifiée. L’intensité de l’onde incidente se trouve 
diminuée. C’est le phénoméne d’absorption par le milieu trouble. 
Ce phénoméne est seulement dad a la diffusion, absorption vraie 
des parlicules pouvant étre considérée comme néegligeable. Dans 
notre cas, qui est celui de particules grandes par rapport a la 
longueur d’onde de la lumiére utilisée 4, la diffusion peut étre 
considérée comme Ja superposition des effets de diffraction, de 
réfraction et de réflexion. Or, l’énergie lumineuse absorbée par 
la réfraction et la réflexion est égale a l’énergie interceptée 
géométriquement par la section droite des particules. La fraction 
d’énergie absorbée par un cube du milieu de 1 cm de coté est de : 

Kota = 


ou n représente le nombre de particules par centimétre cube. 
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A cela s’ajoute l’énergie diffractée par les bords de la parti- 
cule. Or, énergie diffractée par un disque opaque est égale 
a l’énergie interceptée géométriquement par les particules {8]. 
L’absorption due a la diffraction est done caractérisée par un 
coefficient : 

IC ah = 
égal au précédent. 

Le coefficient d’absorption total est donc : 

Reenter = oe 


Nous voyons que pour les particules grandes par rapport a i, 
Vabsorption ne dépend plus de la longueur d’onde de la lumiére 
ulilisée. 

La loi de Beer elle-méme : 

hale 


ot I est Vintensité de la lumiére émergente, 

I, Vintensité de la lumiére incidente, 

Kk une constante, 

x la concentration, 
ne s applique qu’entre certaines limites et avec certaines correc. 
tions [4]. C’est pourquoi nous ne présentons pas le microbiopho- 
tométre comme un appareil de mesures photométriques, mais, 
avant tout, comme un systeme permettant de comparer la crois- 
sance normale d’une culture celles obltenues en présence de 
substances ou d’agents physiques variés (antibioliques, facteurs 
de croissance, radiations, etc.). 

Il n’est donc pas indispensable de savoir a quelle formule 
mathématique correspondent les courbes, puisque pour chaque 
série d’expériences, nous avons la courbe de croissance-témoin 
de la culture étudiée, dans le milieu de culture de référence. 


ETALONNAGE DE L’APPAREIL. — ‘a) Il était indispensable de 
connaitre les réponses du microbiophotométre pour des absorp- 
lions données. 

Nous avons utilisé, a cette fin, des écrans étalonnés (8) e#n 
lumiére dirigée, derriére écran Wratten rouge 24 A, sur photo- 
métre Fabry et Buisson, et dont les caractéristiques sont les 
suivantes : 


Ecran 1 Do = 0512 keatiber rp. LOO 
Ecran 2 D, = 0,24 deeb bps 200 
Ecran 3 Die 0,42 Tite B80, 4p. LOO 
Ecran 4 Dire0).62 Tae 2b,8op.1 100 


ct. D = Densité optique, T = Transmission. 


(3) Les écrans ont été étalonnés par M. Abribat que nous remercions 
de sa grande obligeance. 
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Nous avons construit Ja courbe (fig. 5) ayant en ordonnées les 
réponses du microbiophotométre, et en abscisses les transmis- 
sions T connues. La courbe obtenue est une droite. 

b) Il est nécessaire de faire |’étalonnage pour chaque espece 
de germes a étudier. Nous prendrons ici comme exemple 'e 
staphylocoque blane Tw. On procéde de la fagon suivante : 

1° On prépare une suspension de ce staphylocoque (6. 10°/cm"). 


E Onis: 


’ 


fe) 
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Absorption % 
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Fic. 5. — La droite représente les indications de l'appareil en fonction des vyaria- 

tions d’opacilé obtenues au moyen d’écrans étalonnés en densilés optiques et en 

absorptions, en lumiére dirigée, derriére écran Wratten rouge 244A sur photométre 
Fabry et Buisson. 


2° On effectue la numération par lune des méthodes connues, en 
donnant toutefois la préférence a la méthode par cellule compte- 
microbes, type Helber-Glynn, dont la profondeur sera, au préa- 
lable, vérifiée par les procédés optiques habituels. 

8° On fait des dilutions successives de cette suspension, en uti- 
lisant le méme milieu que celui dans lequel le germe a été cultivé. 

4° On construit la courbe ayant pour abscisses le nombre de 
germes, et pour ordonnées les réponses correspondantes du micro- 
biophotométre (fig. 6). On peut utiliser cette courbe de référence 
durant toutes les expériences concernant le méme germe, a la 
condition de ne point modifier les constantes optiques et élec- 
triques du microbiopholometre. 

Nous n’avons pas l’intention de multiplier les exemples d’appli- 
cation de cette technique, qui peut d’ailleurs étre utilisée en 


Nombre de Germes 


Fic. 6. 
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O,! OL2 0,3 0,4 059 
Indications du Microbiophotométre 


— La courbe représente les indications du microbiophotométre en fonction 
du nombre de microbes. 


Heures Limod2 eid ids bSmenGe es TueSa oa (On aime 


ier, U6 
1, culture témoin ; 2 et 3 


— Courbes de croissance de B. coli. A lorigine des temps nous avons: 
3 p-aminophénylsulfamide ; 4 et 5, acide salicylique. A 


linstant { = 3 h. 30 on ajoute dans 2 : acide para-aminobenzoique, et dans 4 : 


acide pantothénique. 
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dehors de la bactériologie, dans l'étude de phénomenes se tradui- 
sant par un trouble apparaissant au sein d’un milieu liquide 
transparent. 

Nous donnerons seulement, en terminant, deux graphiques 
illustrant, chacun dans un domaine différent, Vintérét de l’enre- 
gistrement des courbes de croissance. 

Les courbes de la figure 7 représentent l’enregistrement d'une 
expérience concernant l'étude du temps d’action de certaines 


Nombre de germes 


O 


a7 HIRI 


eal 


Heures 
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Fic. 8. — La courbe I représente l’enregistrement automatique des lyses successives 

dune culture de staphylocoques blancs Tw sous l’influence du bactériophage PhT. 

Cette expérience a duré quatre-vingt-dix heures et le graphique original, d’une 
longueur de 225 cm, a di étre convenablement réduit. 


substances antagonistes (acide p.aminobenzoique/p.aminophényl- 
sulfamide et acide pantothénique/acide salicylique) [5]. 

Le seul examen des courbes montre que : 

a) L’addition d’acide para-amino-benzoique a la culture 2 sulfa- 
midée détermine une reprise immédiate de Ja culture, avec un 
taux de croissance presque égal a4 celui de la culture témoin ; 
instantanéité de cette reprise est particuliérement bien mise en 
évidence par la technique des enregistrements continus. 

b) L’addition d’acide pantothénique a la culture contenant 
acide salicylique est suivie d’une reprise beaucoup plus lente 
de la culture. La rapidité des divisions microbiennes reste d’ail- 
leurs trés inférieure a celle des cultures faites sur milieu non 
salicylé. 
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La courbe de la figure 8 montre Vintérét de Penregistrement 
automatique dans l'étude de phénoménes se déroulant pendant 
un temps relativement long et ne pouvant étre suivis que trés 
difficilement par les méthodes anciennes. 

Elle représente pendant quatre-vingt-seize heures, dans des 
conditions déterminées qui feront Vobjet d’une note ultérieure, 
les lyses successives d’une culture d’un staphylocoque blanc en 
présence d'un bactériophage. 


Résumis. 


Nous présentons un nouveau microbiophotométre électronique 
qui permet l’inscription automatique simultanée de six courbes 
de croissance microbienne. 

Une large utilisation de |]’électronique a permis d’augmenter 
considérablement la sensibilité et la stabilité de lappareil qui 
peut désormais enregistrer avec précision des phénomeénes de 
longue durée variant de quelques heures & plusieurs semaines. 


SUMMARY 


RECORDING OF BACTERIAL GROWTH-CURVES BY MEANS 
OF AN ELECTRON-MICROBIOPHOTOMETER. 


The author describes a new electron-microbiophotometer, allo- 
wing the automatic simultaneous recording of six bacterial growth- 
curves. 

The sensitivity and stability of the apparatus have been improved 
and it is now able to accurately record phenomena during a few 
hours to several weeks. 
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ETUDE CINETIQUE 
DE L’HEMOLYSE DES GLOBULES ROUGES DE LAPIN 
PAR LA TOXINE STAPHYLOCOCCIQUE ALPHA 


par R. MANGALO et M. RAYNAUD (*). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


On sait qu’une des propriétés caractéristiques de la toxine 
staphylococcique « est son pouvoir hémolytique sur les globules 
rouges de certaines espéces animales, en particulier du lapin. 

L’étude cinétique spéciale de cette lyse n’a, & notre connais- 
sance, jamais été faite. Notons cependant les recherches d’Ipsen [4] 
sur lhémolysine staphylococcique, recherches destinées a stan- 
dardiser la mesure du pouvoir hémolytique plutét qu’a examen 
de la cinélique de Vhémolyse. 

Par contre, une série de travaux ont été consacrés a |’ étude 
cinétique de l’action d’autres hémolysines : toxine a de W. per- 
fringens (Burrows [2]), hémolysine de Cl. septicum (Bern- 
heimer [3]), hémolysines diverses (Bernheimer [4], etc. 


1. — MATERIEL. 


1° Spectrophotomeétres Beckman modéles DU et DK1. — Cuves en 
quartz ou en pyrex de 1 cm de trajet optique. 


2° Globules rouges de lapin. — On effectue un prélévement de sang 
par ponction cardiaque. Le sang recueilli sur liquémine Roche est 
centrifugé & 4°. Les globules rouges sont lavés trois fois 4 4° avec de 
l’eau physiologique (NaCl 9 p. 1 000). On peut les conserver une semaine 
& la glaciére a 0° + 4°. Au moment de l’emploi, ils sont dilués dans 
de l’eau physiologique jusqu’a ce que la densité optique de la suspen- 
sion soit de 2,000 + 10 p. 100 4 4 = 650 mu (cuve de 1 cm de trajet 
optique). 

3° Toxine. — La toxine employée est une toxine préparée A partir 
de la souche Wood. Elle a été purifiée suivant une technique décrite 
ailleurs [5, 6]. Les préparations utilisées titraient 700 Lh/mgN. Exa- 
minées par précipitation spécifique en gel (technique Oudin et tech- 
nique Ouchterlony), elles présentent deux constituants, immunologi- 
quement distincts. La toxine est titrée par la mesure de son pouvoir 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 mars 1959. 
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de combinaison ayec un étalon national préparé A l'Institut Pasteur 
et titré lui-méme, par comparaison avec un échantillon du sérum étalon 
international de Copenhague. Les titres de toxine sont exprimés en 


nombre de doses combinées hémolytiques (abréyiation ; Lh) par milli- 
litre. 


Il. — MerHopeEs. 


Le principe de la méthode repose sur le fait que l’absorption « vraie » 
de la lumiére monochromatique, de longueur d’onde 650 Mu, par 
Vhémoglobine est trés faible par rapport A l’absorption de lumiére 
due a la diffusion par les globules rouges (intacts) [fig. 1]. 


0,90 


0,80F 


iO 


GLOBULES 


@ GLOBULES LYSES 


Densité optique 


0,40 


0,30 


@ EAU(TEMOIN) 


— 
350 400 450 500 550 600 650 700 750 
Longueur dondes en mu 


Fic. 1. — Une suspension d’érythrocytes, de densité optique 5,640: (mesurée aprés 
dilution au 1/8), 4 \ = 650 mu, a été répartie de la fagon suivante : 

(1) (2) (3) 
TLODULGSemrsetmcirstryeco! ca amor) tyre iks 0,5 ml 0,5 ml 0 ml 
Eon physiologique 6" oar 2,5 ml 2,9 ml 4 ml 
Tampon acétate pH = 3,2, 0, 15 M. an il reo)! diy ml 0 ml 
Toxine staphylococcique purifiée . . - 0 pl 5 ul 0 pl 


L’erreur introduite dans la mesure de la densité optique 4 650 my de la suspen- 
sion de globules rouges, par la présence d’hémoglobine, est inférieure a 2p» 100. 
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Si on détermine l’absorption de lumiére due a une suspension de 
globules rouges, & 650 my, on trouve que pour les densités optiques | 
comprises entre 0 et 0,500, il y a sensiblement proportionnalité entre | 
la lumiere absorbée et le nombre de globules rouges par millilitre, 
pour un échantillon donné de globules rouges. 

En présence de Vhémolysine, le rapport 5t/50 x 100 (0 : densité | 
oplique au temps zéro; §t: densité optique au temps t) représente 
done la proportion (en p. 100) d’érythrocytes non lysés résiduels. | 


PROBIT 
gob 
| 
| fig. 2b 
% GLOBULES nonLYSES 30+ 
100} | 
80+ 
70+ 
80+ | | 
fig. 20 607 
SGiiae -o eeene oe 
) 
40F | 
60 | { 
30+ \ | 
| | 
50 20} | 
40 | 
CO} i C 
\ 
| Ordonnée= probit de 81 4100 
5 
ay | Abscisse= logigt (t en minutes) 
| ! 
TEMPS (minutes) | [ TEMPS (min) 
10 - — Lt Sa ET 
2 Beets G 7 S&S is BE SS ON 
T=6,7 min 
Fic, 2. — Courbe d’hémolyse. Sur la figure 2a, nous avons porté le pourcentage 


de globules non lysés en fonction du temps. Sur la fig. 2b, nous avons porté le 

probit du pourcentage de globules non lysés en fonction du logarithme du temps ; 

c’est cette courbe que nous appellerons « courbe d'hémolyse ». T50 est égal dans 

cette expérience 4 6,7 min. La cuve contenait: globules rouges de lapin, 1 ml ; 

toxine, 1/10 Lh; tampon acétate pH = 5,2, 0,15M, 1 ml; eau physiologique 
q-isi ps) mal 


La courbe §t/80 x 100 en fonction du temps est une courbe en § 
(fig. 2a). Sa transformée dans le systeme Probit de (8t/S0 x 100), log. 
de t (temps) [7], est une droite (fig. 2b). Nous appelons la droite 
ainsi obtenue « courbe d’hémolyse », Elle permet de déterminer sim- 
plement Je temps correspondant 4a 50 p. 100 d’hémolyse (150) d’une 
suspension donnée, pour chaque concentration de toxine utilisée (C). 

Le T50 constitue une évaluation commode de la vitesse d’hémolyse. 


Les probits des valeurs expérimentales ont été calculés par emploi 
des tables de Fisher et Yates [7]. 
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Il]. — Résurtats. 


I* Nous avons d’abord vérifié que le T50 ainsi déterminé cor- 
respond bien a la destruction de 50 p. 100 des érythrocytes 
présents dans Ja suspension iniliale. Nous avons pour cela effectué 
la numération directe des globules rouges résiduels au microscope. 
Nous avons ulilisé un microscope muni d'un dispositif photogra- 
phique et dune platine chauffante. ; 

La suspension 4 numérer prélevée dans un tube d’expérience 
est examinée dans une cellule de Malassez. On prend des clichés 
4 intervalles réguliers (temps de pose : une seconde). Les érythro- 
cytes résiduels sont ensuite comptés sur les clichés (pl.). Le 
nombre de globules rouges au temps zéro (No) et le nombre de 
globules résiduels 4 différents temps (Nt) sont ainsi connus. On 
peut dresser la courbe Probit (Nt/No x 100), log. t. Une série 
paralléle d’expériences est effectuée dans les mémes conditions 
a la température ordinaire par la technique spectrophotométrique. 
Les résultats sont rapportés au tableau I et sur la figure 3. 


TasLeau I, 


ee DOSE de TOXINE : MOYENNE | ECART ** 
TECHNIQUE | TEMPERATURE re atrCOvE Gor al T.50 (min) de reBheia) STANDARD, 
s ordinaire® 0,5 0,125 | 5,2 5,4 5,6 5,6 | 5.45 | O19 
M ardincite® |. ©.5 01 Oie5 ol 45 e7.6 6 2,3 
iS) eeu 0,5 OS) 4,49 45 4,7 48 ] 4,6 | 0,18 7 
i. iM 22° 04001) sO1es, 62063 68 24 | 668 (| O84. 
ifs 33° (Peo ose | sree cternrs _ 26.80 motes 
[ M 36° lato. s 0,125 | 28 48 48 5,0 65 | 4,8 [ 0,99 
the 8 333 | ! | 025 | 43 48 48 5,3 54 | 49 | 0,45 
M 36° |. ©25 ge <i Be) BG ss 8 Ones 
S = méthode spectroscopique ; M = méthode microphotographieque ; * Dans ce 


cas les tubes ou la cellule de Malassez ont été laissés 4 la température ordinaire 
sans dispositif pour maintenir la température constante (Cf. fig. 3); ** L’écart 


standard o a été calculé d’aprés la formule: o = 1/N-1 ¥(T50-T50)2 o& N est 


le nombre de mesures effectuées ; T5Q0, moyenne des mesures. 


Ces expériences permettent de formuler les observations sui- 
vantes. : 

a) Les courbes d’hémolyse établies dans des conditions appa- 
remment semblables ne sont pas rigoureusement identiques. 

Les droites obtenues sont cependant paralléles. 

b) L’écart que présentent ces droites entre elles se refléte dans 
ja variation observée dans les valeurs expérimentales de T50. 

c) La dispersion des valeurs est plus grande dans la méthode 
microphotographique que dans la méthode spectrographique. 

d) Aux écarts statistiques prés, les T50 sont identiques dans 
les deux méthodes. 
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2° Action de la température sur la cinétique de 'hémolyse. — 
Dans cette série d’expériences, nous avons déterminé T50 a partir 
de la courbe d’hémolyse réalisée & des températures variables. 
Les tubes contenant les réactifs sont plongés dans le thermostat 
du spectrophotométre ; la température de la cuve a été mesurée 
3 Vaide d’un thermométre a résistance (C. T. N.). On vérifie la 
stabilité de la température en la mesurant au début et a la fin 


PROBIT 
eat o X 
leks c 
90} L 
| 
{ 
80- ie 
70L L 
60+ r 
seas Pedy ye erry are eae 
40|- F 
30+ - 
20}- r 
10 - 
i ° 
% méthode spectro- x 
proton Stade —x— méthode microphotographique 
—o— _ méthode spectroscopique 
WN log (min) Le log (min) L log (min) 
= L ! Se eer [ei ee eS eae eee tt Se ee ere 
2 3 Sonia Oak 2 3 Se aie 2 %) leone) 
Fic. 3. — Chaque cuve recoit 1/2 Lh de toxine, 0,6 ml de globules rouges, 1 ml 


de tampon acétate pH = 5,2, 0,15 M et NaCl 9 p. 1000 q. s. p. 4 ml. Une goutte 

du mélange est prélevée pour la mesure par numération microscopique photogra- 

phique. Le reste est placé dans Ja cuve du_ spectrophotométre. L’opération est 

effectuée 4 Ja température ordinaire. a) Les différentes droites correspondent a quatre 

expériences semblables (mesures. spectrophotométriques) ; b) et c) L’hémolyse 

a été observée parallélement par numération photographique (- x -) et par mesure 
spectrophotométrique (- 0 -). 


de l’hémolyse. Cette stabilité est assurée & 1/2 degré prés pour 
les températures inférieures & 20° et 1/10 de degré prés pour 
les températures supérieures a 20°, 

La cuve contenait 1/2 Lh de toxine, 1 ml de tampon acétate, 
pH = 5,2, 0,15 M, 1 ml de globules rouges de Japin, de l’eau 
physiologique (quantité suffisante pour 3 ml). 

L’examen de la courbe (fig. 4) permet de fixer & 35° (34°-36°) 
la vitesse maxima d’hémolyse (minimum de T50). 

Au-dela de 37°, la diminution de la vitesse de lyse est due trés 
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probablement a l’inactivation progressive et rapide de Vhémoly- 
sine ou des récepteurs des hématies. 
Cette conclusion est basée sur le fait suivant : si on maintient 


T5090 en minutes 
l2p 
° 


si 
| _ TEMPERATURE os 
_1__ a 1 —_L 
10° [52 20 (aye 30° 35° 40° 4s 
Fic 4. — T50 en minutes (valeurs du tableau II) en fonction de Ja température. 
Tasteau II. — T50 en fonction de la température. 


_ TEMPERATURE 
ial 15° [19°51 20°] 21° | 27°] 32°] 
£095) # 1° prs) t0r5 


, 2,6(0 | 6,7(d 
| | 3,8(b 16 (e 
ee a ae __ [4206 
a) Les réactifs ont été amenés 4 39°5 et mélangés aussitét ; b) Les réactifs ont été 
amenés A 39°5, puis maintenus a cette température pendant dix minutes avant 
d’étre mélangés; c) Les réactifs ont été amenés 4 39°, puis maintenus 4 cette 
température pendant quinze minutes avant. d’étre mélangés ; d) Les réactifs ont 
été amenés a 45°5 et mélangés aussitdt ; e) Les réactifs ont été amenés a 45°, 
puis maintenus pendant dix minutes A cette température avant d’étre mélangés. 
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les réactifs sans les mélanger 4 39°5 ou a 45°5 (tableau II), on 
oblient pour le T50 des valeurs qui augmentent avec la durée de 
maintien & ces températures. 


3° Influence de la concentration en toxine sur la vitesse d’hémo- 
lyse. — Les expériences relatives 4 l’étude de ce facteur sont 


PROBIT 
99+ 


vu 


L log t (t en minutes) (@) ee 1 
4 ate NE ert ey =p) =i fo) | 
2 sa sion silo2 20 30 40 log.C 
Fic. 5. Fic. 6. 
Fic, 5. — Influence de la concentration en toxine sur la vitesse d’hémolyse. 


L’expérience a été effectuée & pH = 5,2. Conditions expérimentales : tampon acétate 
0,150 M, pH = 5,2, 1 ml: suspension de globules rouges de lapin, 1 ml; toxine, 
10 ml; eau physiologique q. s. p., 3 ml. Les concentrations en toxine exprimées 
en Lh pour 3 ml étaient les suivantes : courbe I, 0,90 ; courbe II, 0,50 ; courbe III, 
0,20; courbe IV, 0,10; courbe V, 0,05 ; courbe VI, 0,02; courbe VII, 0,01. 


Fic. 6. — Variation de T50 en fonction de Ja dose de toxine. Concentration de 
toxine C, exprimée en unités Lh par 3 ml. 


résumées dans les figures 5 et 6. On peut faire les remarques 
sulvantes : 

a) La vitesse d’hémolyse diminue en méme temps que la concen- 
tration. 

b) La pente des droites d’hémolyse diminue faiblement quand 
la concentration diminue. 


c) La relation empirique suivante peut étre établie entre le T50 
et la concentration en toxine (fig. 6) : 


‘Log. (150) = — a log. (C) + b. 
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T50 : Temps en minutes nécessaire pour l’hémolyse de 50 p. 100 
des globules rouges. 

C : Concentration en toxine (en Lh/3 ml). 

Avec ce systéme d’unités, on trouve graphiquement : 

a = 0,54 + 0,03. 

‘Log. (T50) = — 0,54 log. (C) + b. 

Nous avons trouvé pour a des valeurs sensiblement identiques 
pour tous les échantillons de toxine examinés. 

Par contre, b varie considérablement d’un lot de toxine brute 
a l'autre. Pour un méme lot de toxine brute, b diminue au cours 
de la purification. Valeurs observées pour b : 0,22 jusqu’a 0,67. 


Ts50 (minutes) 


20+ 


Sore ahs 


4 5 6 7 pH 


Fic. 7. — Variation du T50 en fonction du pH. La cuve contenait: tampon 
acétate 0,100 M, pH = 4,4-7,4, 1 ml; toxine en NaCl 9 p. 1000, 1 ml; NaCl 
9 p. 1000, 1 ml; suspension de globules rouges, 1 ml. 


4° Influence du pH. — Nous avons opéré dans les conditions 
suivantes : 


Haan. asia OMMAO I sscocenacnposonennaecagpos 1 ml 
(pH = 4,4-7,4) 

Monstins Gi INEXCIINS) joe CUO) caccannanwosqosoougsmens 1 ml 

Na@l Oop. WOOO Aes seccian ere rayne ea eid aayneiey be sicker 1 ml 


Suspension de globules rouges °...:.-......-...--: 


On établit la courbe d’hémolyse a divers pH et on détermine 
graphiquement le T50 correspondant. La figure 7 montre que le 


pH optimum est de 5,2. 
5° Influence de la concentration en globules rouges. — La 
concentration en globules rouges ne modifie pas la valeur de 
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T50, lorsqu’on fait varier cette concentration de 1 a 10 (soit pour 
des suspensions de globules rouges de 5 = 0,1 a 5 = 1,0) en 


ie 


présence de 1 unité Lh de toxine pour 4 ml. 


Il n’est pas impossible que l’influence de la concentration en 
globules rouges se manifeste dans d'autres conditions expérimen- 
tales (en particulier a trés faibles concentrations en hémolysine). 


Discussion. 


La méthode que nous avons mise au point pour étude de a 
cinétique de l’hémolyse est en principe applicable pour toute autre 
hémolysine bactérienne ou chimique, comme pour toute autre 
espece de globules. Il n’y a aucune objection d’ordre théorique 
a sa généralisation. 

Elle nous a permis d’établir une série de propriétés concernant 
cette toxine, propriétés revétant un intérét théorique ou un carac- 
fére pratique. 

Ainsi la vitesse d’hémolyse diminue dés qu'on atteint 39°, ce 
qui pourrait conduire & supposer qu’une dénaturation s’est pro- 
duite soit sur la toxine, soit sur Jes récepteurs de Ja toxine sur 
les globules rouges. 


Bernheimer avait déja obtenu le méme résultat avec l’hémoly- 
sine du vibrion septique (Cl. septicum), Nous apporterons plus 
de détail sur cette « dénaturalion » dans un prochain mémoire. 

Nous avons étabhi aussi l’existence d’une relation entre la vitesse 
Whémolyse exprimée par le T50 et la dose de toxine. Cette étude 
nous permettra d’aborder, dans un prochain mémoire, la mise au 
point d’une technique, assurant le titrage, avec une précision de 
Vordre de 10 p. 100, du pouvoir hémolytique intrinséque de la 
toxine staphylococcique a. 


RESUME. 


Nous avons mis au point une technique d’étude de la cinétique 
de la lyse des globules rouges de lapin par la toxine staphylococ- 
cique a purifiée. Cette technique nous a permis de préciser les 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Photographies du méme champ microscopique, prises & intervalles de temps 
variables. Mélange placé au temps zéro : tampon acétate 0.150M, pH = 5,2, 1 ml; 
NaCl 9 p. 1000, 1 ml; toxine (quantité totale: 1 Lh), 1 mt; suspension de glo- 
bules rouges, 1 ml. Clichés: microscope Leitz; caméra Leitz: film 35 mm ; 
temps de pose une seconde ; film microfile orthochromatique. Le nombre inscrit 
en bas 4 droite est égal 4 V’instant (en minutes) ott la photographie a été prise. 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire’ R. MANGALO 
TS 975 et M. RAYNAUD. 
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conditions optima de température : 35°, et de pH : 5,2 (en tampon 
acétate). 

Nous avons pu trouver une relation mathématique simple reliant 
le T50 (temps d’hémolyse de 50 p. 100 des globules rouges) et la 
concentration en toxine. 

Le T50 est, dans des limites assez larges, indépendant de la 
concentration en globules rouges. 


SUMMARY 


IXINETIC STUDY OF THE HEMOLYSIS OF RABBITS ERYTHROCYTES 
BY o@& STAPHYLOCOCCAL TOXIN. 


A kinetic study of the lysis of rabbit red blood cells by the 
action of purified a staphylococcal haemolysin has been under- 
taken. A new method for the determination of haemolysin is 
described. The optimal conditions of temperature (36°) and pH 
(5,2) have been ascertained. 

A simple mathematical relation between TSO (delay for 50 °%, 
haemolysis of blood cells) and toxin concentration could be 
deduced. 

T50 does not depend upon the concentration of red blood cells 
in a wide range of concentration. 
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LES ACTIVITES ENZYMATIQUES 
LIEES AUX PHAGES ET A LA SYNTHESE PHAGIOUE 


par J. PANIJEL (*). 


(Institut Pasteur, Service du Streptocoque) 


I. — Inrropwucrion. 


On sait quil apparait dans le milieu de culture, au cours du 
développement des phages (virulents ou tempérés), certaines sub- 
stances capables de lyser la poudre acétonique de bactéries (méme 
despéces différentes), que nous avons appelées « prolysines » [6, 
47]. Des substances analogues sinon identiques font partie 
intégrante des structures phagiques (prolvsines internes des 
phages) [48]. La libération de prolysines au cours du dévelop- 
pement des phages a été mise en évidence dans tous les systemes 
étudiés (qui concernent pour la plupart des complexes infectieux 
de FE. coli), Mais, en outre, un certain nombre de ces systémes 
permettent un second type d’observations [44, 46]: l’apparition, 
au cours de la synthése phagique, d’une activité, relativement 
spécifique, de transformation des bactéries (notamment de bac- 
téries homologues) en structures du type « protoplastes » (ou 
sphéroplastes si l'on adopte la nomenclature proposée par 
McQuillen [40] (1). 


(1) Un certain nombre d’auteurs [2] ont récemment souligné que 
la plupart des formations décrites comme « protoplastes » obtenues 
a partir de bactéries Gram-négatives n’étaient pas entiérement dépour- 
vues d’éléments de la paroi et devaient étre distinguées des vrais « pro- 
toplastes » obtenus notamment avec B. megaterium: Mc Quillen a 
proposé d’appeler « sphéroplastes » ces formations obtenues a partir de 
bactéries Gram-négatives. Pour notre part, nous ne pouvons décider si 
les formations que nous observons sont des « sphéroplastes » ou des 
« protoplastes ». Nos observations reposent, en effet, sur un certain 
nombre de caractéres communs aux deux catégories : 

a) Aspect morphologique: les bactéries antérieurement )bacillaires 
prennent une forme sphérique ; 

b) Stabilité appréciable en milieu saccharosé 10 A 20 p. 100 ; 

c) Inaptitude & la formation de colonies ; 

d) Lyse, par dilution de la suspension saccharosée dans 2 vol. d’eau 
bidistillée, avec apparition d’un effet de viscosité caractéristique. 


(*) Manuscrit recu le 24 mars 1959. 
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Les activités de « protoplasmisation » libérées au cours de la 
lyse présentent le double caractére : d’une part, de ne pouvoir 
sexercer qu’en présence de verséne, comme dans le cas de l’acti- 
vité du lysozyme (Repaske [24]), d’autre part, nous l’avons dit, 
de ne se manifester que dans certains systémes particuliers, 
contrairement aux activités du type prolysine. 

Enfin, ici encore, nous avons retrouvé récemment de telles acti- 
vités de « protoplasmisation » au niveau méme des phages et plus 
précisément de certains constituants de ces phages, lesquels peu- 
vent, eux ausi, mais cette fois sans le concours du versene, trans- 
former les bactéries sur lesquelles ils s’adsorbent en « structures 
du type protoplastes » [44]. 

Le présent mémoire a pour objet d’étudier les analogies et les 
différences présentées par les diverses activités ainsi mises en 
évidence, soit dans les milieux de culture au cours de la synthése 
phagique, soit dans les phages eux-mémes., 


Il. — MérHopes. 


1° Souches bactériennes et milieux. — Les souches suivantes 
sont utilisées : E. coli B, E. coli Fb types a et b, E. coli K12, 
Salmonella enteritidis. Les cultures sont effectuées dans les 
milieux suivants : bouillon Difco, mileux synthétiques 70 [47] ou 
3 XD (44). 

2° Phages. — Les phages Tr actif sur E. coli B, D4 actif sur 
Salmonella enteritidis (aimablement mis a notre disposition par 
M. Barbu), Fez actif sur E. coli Fb ont été concentrés par plu- 
sieurs cycles de centrifugations différentielles. Le milieu utilisé au 
cours de toutes ces opérations est le milieu de Ringer. Nous 
avons disposé des préparations suivantes : 


T2r : 6,4.10% phages/ml. Titre pour § a a - cris 
D4 : 6.10% phages/ml. Titre pour } ea a one 2) ee 
Fez: 3,2.10% phages/ml. Titre pour pe _ a foe 

5,1.10"% phages/ml. Titre pour } i - a Hi foe 


La pureté de la préparation de D4 a été discutée ailleurs (24). 
En ce qui concerne T2r, notre préparation semble d'une pureteé 
tres voisine de celles utilisées notamment par Herriott et 
Barlow [4] (30 ug @’ADN pour 10" Ter). Enfin, pour Fez, phage 
dont les dimensions sont voisines de celles de D4, le faible chiffre 
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d’ADN obtenu (8 ug pour 10" phages) indique bien que notre pré- 
paration présente un degré de pureté satisfaisant. 

3° Les numérations de phages ont été effectuées par la méthode 
de Gratia. Les résultats pour chaque point expérimental repré- 
sentent la moyenne de 2 ou 3 numérations selon les cas. L’erreur 
expérimentale est inférieure 4 + 15 p. 100. L’évaluation du nombre 
d’enveloppes (« ghosts ») obtenues dans nos expériences est 
effectuée dans des conditions analogues a celles de Herriott et 
Barlow {5}. 

4° Les mesures d’activité de la prolysine ont été pratiquées 
par la méthode de la lyse de la poudre acétonique de bactéries 
selon notre technique décrite antérieurement [44]. 

5° La propriété, présentée par les structures du type « proto- 
plaste » de lyser par dilution du milieu de suspension hyper- 
tonique ot elles se trouvent a |’état stable, permet une apprécia- 
tion quantitative de J]’aptitude a la « protoplasmisation »: la 
densité optique résiduelle, aprés une telle dilution de la suspen- 
sion saccharosée, mesure en effet le nombre de bactéries trans- 
formées en structures de type « protoplaste ». 

6° ‘La synthése intrabactérienne des substances responsables 
des diverses activités de lyse et de « protoplasmisation » est étu- 
diée sur des autolysats obtenus par la technique a la poudre 


TasLeau J. 


Temps p Prolysine : Activité : 

( en minutes ) : (en unités arbitraires): trypaflavine : 

8 2 2 

fe) g : agglutinats : - 3 

5 3 0,5 : " As : 

15 S 8 : ” = : 

20 3 18 : " - : 

27 : 26 : ¥ - : 

: 35 : 80 3 M4 + : 
6 41 5 160 : = + : 
3 50 : 250 5 uD + : 
: : : : 


Une culture de E, coli Fb (type b) 4 3.108 bact./ml en milieu 70 est infectée par 

Fez (multiplicité d’infection 5). Aux différents temps choisis un aliquot est prélevé, 

congelé, centrifugé et le surnageant titré pour l’activité trypaflavine et l’activité 

prolysine. Le signe — indique l’absence d’activité trypaflavine, les agglutinais 
continuant 4 se former. 


acétonique déja décrite [6] et que nous résumerons briévement : 
les bactéries infectées ou induites sont refroidies au moment 
choisi du cycle d’mfection ou d’induction, centrifugées, lavées 
4 deux reprises (toujours a froid), et réduites en poudre acéto- 
nique, Celle-ci, remise en suspension en milieu synthétique (géné- 
ralement le milieu 70 additionné de 5 p. 100 de glycérine), s’auto- 
lyse en libérant ces substances dans le milieu. On vérifie que les 
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poudres acétoniques et leurs autolysats ne contiennent pas de 
phages : les activités observées peuvent donc étre attribuées aux 
substances apparues au cours de la synthése intrabactérienne des 
phages. 

7° La réaction d’agglutination & la trypaflavine, qui permet de 
différencier les structures antigéniques de certaines bactéries, est 
pratiquée de la facon suivante : a 0,5 ml d’une suspension de 
bactéries dans |’eau distillée contenant de 5.108 a 10° bactéries, 
on ajoute 0,05 ml d’une dilution de Ja solution expérimentée. 
Aprés séjour a 37° on mélange 0,02 ml du mélange avec 0,01 ml 
dune solution a 0,2 p. 100 de trypaflavine (euflavine « Hochst ») 
dans l’eau distillée. On agite pendant une minute et on lit le 
résultat sous le microscope. 


III. — Les activités aAPPARUES DANS LE MILIEU 
AU COURS DU DEVELOPPEMENT DES PHAGES. 


Ces activités sont celles qui ont pu étre mises en évidence dans 
les lysats d’induction ou d’infection. Sous ce rapport, on ren- 
contre trois types de systemes qui se comportent différemment : 

1° Les systémes présentant a la fois l’activité « prolysine » et 
Vactivité de « protoplasmisation » ; 

2° Les systémes ne présentant que l’activité « prolysine » ; 

38° Les systémes présentant une autre activité. 


1° Systemes présentant les deux types d’activité. — C'est Je 
cas notamment de systémes infectés tels que E. coli B-T2 ou de 
systémes induits tels que E. coli K12-2. Les courbes 1 et 2 de Ia 
figure 1 montrent que l’activité prolysine apparait dans le milieu, 
soit avant la lyse microbienne, soit au début de Ja lyse. L’activité 
de « protoplasmisation » n’est décelable dans le milieu que plus 
tardivement, en général lorsque la lyse de la population bacté- 
rienne est déja trés avancée. Il est possible, cependant, qu’il ne 
faille attribuer ce décalage qu’aux différences de sensibilité entre 
les deux dosages. 

La méthode d’autolyse des poudres acétoniques permet, en 
effel, de constater que l’une et ]’autre activité apparaissent simul- 
tanément dans les bactéries peu avant la synthése du premier 
phage infectieux intrabactérien : douziéme minute pour E. coli 
B-T2, trente-sixiéme minute pour E. coli K12-2 induit (en eau 
peptonée). 

I] existe enfin des systémes tels que Salmonella enteritidis D 
qui présentent bien les deux activités, mais ot l’activité de « pro- 
toplasmisation ‘» s’exerce non pas sur les bactéries homologues, 
mais sur d’autres bactéries : ainsi, tandis que les lysats du sys- 
teme E. coli B-T2 sont actifs sur E. colt B, ceux de Salmonella 


4 
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enteritidis-D4 sont inactifs sur Salmonella enteritidis, mais restent 
capables de « protoplasmiser » E. coli B. Au contraire, la pro- 
lysine de Salmonella enteritidis-D4 (courbe 3 de la fig. 1) présente 
également un spectre d’activité trés large et en particulier lyse 
aussi bien la poudre acétonique de Salmonella que de E. coli. 


2° Systemes ne présentant que Vactivité prolysine. — Le sys- 
teme E. coli Kb-Fez dont la prolysine est lbérée précocement 
[dés les cinq premiéres minutes, alors que le premier phage 
infectieux intrabactérien apparait & la vingt-cinquiéme minute] 
(fig. 1, courbe 4) offre un excellent exemple de ce cas : en effet, 
nous n’avons pu obtenir d’activité de « protoplasmisation » ni 
avec les lysats phagiques, ni avec les autolysats de poudre acéto- 
nique préparés avec les bactéries infectées, que la bactérie traitée 
soit la bactérie homologue (E. coli Fb), qu’elle soit de la méme 
espéce (E. coli B, E. colt K12) ou d’espéce différente (B. subtilis, 
S. enteritidis). 

Nous pouvons rapprocher de ce dernier cas celui de certaines 
bactéries bactériocinogénes dont nous avons montré antérieure- 
ment {45] qu’elles pouvaient synthétiser des prolysines : ainsi 
notamment des systemes tels que FE. coli CA18 (qui produit une 
colicine active sur E. coli g) dont nous n’avons pu mettre en 
évidence aucune activité de « protoplasmisation », ni sur les 
germes homologues, ni sur d’autres bactéries, sensibles ou non 
i sa colicine. 


3° Systémes présentant une autre actwité que les activités pré- 
cédentes. — Les lysats phagiques peuvent présenter d’autres acti- 
vilés que celles qui viennent d’étre étudiées. C’est le cas notam- 
ment du systéme FE. coli Fb-Fez. 

Rappelons, en effet, que, comme l’a montré Sertic [22], la 
souche FE. coli Fb présente deux types de colonies : les colonies 
du type b (épaisses et miroitantes) et les colonies du type a 
(plates et ternes). Les colonies du type b peuvent, par vieillisse- 
ment, donner des bactéries du type a, mais les colonies du type a 
ne donnent jamais de bactéries du type b. A ces deux types de 
colonies correspondent en fait deux variétés différant par leurs 
propriétés morphologiques (les bactéries du type b sont colo- 
rables a la nigrosine), métaboliques (les bactéries du type b ont 
une vitesse de croissance supérieure a celle des bactéries du 
type a), ainsi que par leur réponse a l’infection par le phage Fez 
les bactéries de type a infectées par Fez ne donnent pas de « zone 
de lysine », contrairement aux hactéries du type b. 

Nous avons été tenté de rapporter ces zones de lysine a J’action 
de la prolysine, mais le fait que le systéme E. coli Fb (type a)-Fez 
produit d’importantes quantités de prolysine ne permet pas 
d’accepter cette interprétation. De plus, les « zones de lysine » 
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ne correspondent pas réellement A une zone de bactériolyse, mais 
contiennent de trés nombreuses bactéries viables. Celles-ci, a 
Aiea microscopique (coloration par la nigrosine), présentent 
aspect des bactéries de type a, mais une fois remises en culture 
donnent des colonies de type b. Ainsi les « zones de lysine » 
résultent non d’une lyse véritable mais d’une_ transformation 
phénotypique des bactéries. 

Sertic et Boulgakov [23] ont montré que cette transformation 


(e) 
(e) 
Oo 


500 


PROLYSINE (unités arbitraires) 


oO 
z 
aul 
(fash WLR AR sets alt 
O JOD 5 720.25 50) SS) 40-45 MINUTES 70 
Fic. 1. — Libération des prolysines dans le milieu au cours de la synthése pha- 


gique. 1: E. coli B-T2r (milieu Difco) ; 2: E. coli K12 induit (eau peptonée) ; 
3: Salmonella enteritidis-D4 (milieu 3 x D); 4: E. coli Fb-Fez (milieu 70). 


était hée a la disparition de l’antigéne présent a la surface des 
hactéries de type b et responsable de l’agglutination de ces bac- 
téries par la trypaflavine : seules, en effet, les bactéries de type b 
qui possédent cet antigéne sont agglutinables, contrairement aux 
bactéries de type a et aux bactéries présentes dans les zones de 
lysine. 

On est done amené A penser que, lors de infection de FE. coli Fb 
par Fez, une substance diffusible a été produite qui est responsable 
de la disparition de l’antigéne présent au niveau des bactéries du 
type b. 

I] est possible de montrer que cette substance est certainement 
distincte de la prolysine. En effet, l’activité considérée (que pour 


204 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


abréger nous appellerons «activité trypaflavine ») apparait seule- 
ment a la trente-cinquiéme minute de Vinfection, alors que la pro- 
lysine apparait dés les huit premiéres minutes. D’autre part, tandis 
que la prolysine est inactivée par un chauffage de quinze minutes 
4 55°, un tel traitement laisse inchangée |’ « activité trypaflavine ». 
Enfin, comme on le voit sur le tableau II, la réaction, qui peut se 
produire trés rapidement (moins de une minute en certains cas), 
s’effectue aussi bien sur les bactéries vivantes que sur les bacté- 
ries tuées par la chaleur, 


IV. — ‘Les AcTIVITES ENZYMATIQUES DES PHAGES. 


Ces activités sont celles qui peuvent étre mises en évidence soit 
au niveau des phages intacts, soit au niveau des structures pha- 
giques obtenues par divers traitements. La recherche de ces acti- 
vités comporte évidemment au premier chef la préparation de 
suspensions de phages aussi purifiées que possible. 


1° Activité Des PHAGES InTAcTS. — A. Action de « protoplasmi- 
sation » et « lysis from without ». — Nous avons déja souligné que 
les phages intacts [6, 17] sont incapables de lyser la poudre acéto- 
nique de bactéries. Par contre, les phages dont les lysats mani- 
festent l’activité de « protoplasmisation » sont généralement eux- 
mémes capables de « protoplasmiser » les bactéries a condition 
quwils puissent y étre adsorbés. Cette action peut s’exercer sans 
le concours du verséne. C’est dire que, de facgon générale, les 
phages se comportent comme des agents de « protoplasmisation » 
strictement spécifiques, contrairement a leurs lysats dont activité 
exige la présence de verséne et peut s’exercer sur des bactéries 
non sensibies au phage homologue (par exemple le lysat S. ente- 
ritidis-D4 sur E, coli B). 

Ces conditions rendent évidemment assez délicate la mise en 
évidence de l’action « protoplasmisante » des phages, puisque 
celle-ci interfere avec le déroulement de l’infection proprement 
dite. Elle est possible cependant avec une multiplicité d’adsorp- 
tion incompatible avec la synthése des phages. L’expérience avec 
le systeéme E. coli B-T2 est pratiquée de la facon suivante : on 
infecte £. coli B en bouillon Difco a 20 p. 100 de saccharose par 
T2r a la multiplicité 100. Dans ces conditions, en huit minutes 
a 37°, la quasi-totalité des bactéries est transformée en « struc- 
tures du type protoplaste ». Avec Ja multiplicité 50, il reste 
encore 40 p. 100 de bactéries non transformées en « protoplastes ». 
Dans un mileu ne permettant pas adsorption (par exemple 
milieu 70 sans gélatine) Veffet de « protoplasmisation » ne se 
produit pas. 

Ces « structures du type protoplaste » lysent par dilution avec 
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2 vol. d'eau en présentant l’effet de viscosité caractéristique. Mais 
il est évident qu’on peut provoquer une lyse analogue sans passer 
par le stade « protoplastes » : il suffit alors d’omettre le saccha- 
rose dans le milieu de suspension. Ainsi en conditions non hyper- 
toniques on obtient directement le phénomeéne de lyse sans produc- 
tion de phages (« lysis from without »). En outre, puisque les 
phages tels que T2 exercent Jeur action sans le concours du 
versene, on est conduit A se demander si le phénomeéne de « lysis 
from without » ne ferait pas intervenir deux facteurs différents, 
dont un de nature enzymatique (l’agent de « protoplasmisation » 
proprement dit), lautre « sensibilisant » les bactéries, d’une facon 
analogue au verséne. On peut ainsi considérer que les phages tels 
que T2 comportent les deux facteurs, mais que d’autres phages 
pourraient n’en comporter qu’un seul. C’est le cas précisément 
pour le phage D4 actif sur S. enteritidis. 

En effet, Vinfection de S. enteritidis par des multiplicités 
élevées de D4 (jusqu’a 300 phages/bactérie) en milieu liquide, 
nutritif ou non, ne modifie pas sensiblement la morphologie bac- 
iérienne : il en est de méme en présence de saccharose 20 p. 100; 
en milieu nutritif, les densités optiques des suspensions bacté- 
riennes restent pratiquement inchangées pendant plus d’une heure 
(alors que la période latente de D4 est de vingt minutes environ) 
et la lyse ultérieure se produit lentement avec un mauvais rende- 
ment en phages. Le résultat est trés différent si l’infection de 
S. enteritidis par D4 est suivie de l’addition de verséne, L’expé- 
rience est pratiquée de la facon suivante : les bactéries sont infec- 
tées en bouillon Difco ; aprés cing minutes a 387°, au bout des- 
quelles 90 p. 100 des phages présents sont adsorbés, la culture 
est refroidie, centrifugée, lavée & deux reprises par du tampon 
Tris pH 8 M/15. Puis les bactéries sont remises en suspension en 
tampon Tris M/15 avec ou sans saccharose et de nouveau portées 
a 37° aprés addition de 200 ug/ml de verséne. A partir de la multi- 
plicité d’infection 30, les suspensions bactériennes sans saccharose 
subissent, en huit minutes, une lyse croissant avec la multiplicité, 
tandis que les suspensions en saccharose 20 p. 100, beaucoup 
plus stables, ne lysent de facon notable qu’aux multiplicités 
dépassant 150 phages/bactérie. Le tableau ci-dessous résume les 
résultats obtenus (p. 100 de lyse par rapport A un témoin non 
infecté mais traité par le verséne seul). 


Mul tiplicitGamn verre 8 30 «460 8=:150 300 
% lyse sams saccharose ..... 0 81 80 84 86 
% lyse avec saccharose ..... 2 5 8 80 23 


A examen microscopique les bactéries ainsi traitées, sans pré- 
senter l’aspect sphérique des « protoplastes », apparaissent beau- 
coup plus courtes et épaisses que les bactéries normales. De plus, 
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les suspensions en saccharose lysent par dilution dans 2 vol. d’eau 
avec apparition du gel caractéristique. On a done vraisemblable- 
ment affaire a des formes osmotiquement fragiles, tres voisines 
des « structures du type protoplaste » précédemment obtenues, qui, 
en lysant en milieu sans saccharose, reproduisent ici le phénoméne 
de lyse précoce observé avec le systeme E. coli B-T2r. 

Ainsi dans Je cas du systéme S. enteritidis-D4 le phage serait 
porteur de Vagent « protoplasmisant » et non de l’agent sensibi- 
lisant. I] semble que Ralston et coll. [20} aient rencontré une situa- 
ion inverse avec le systéme Staphylococcus aureus K1-P14 ov le 
phage joue le role d’agent sensibilisant. 


B. Action de transformation antigénique. — Le cas du systeme 
E. coli Fb-Fez permet, nous l’avons vu, la mise en évidence dans 
les lysats d’un agent diffusible, différent de la prolysine, et res- 
ponsable de la transformation antigénique de la variété b de 
E. coli Fb en variété a (« activité trypaflavine »). Or, il est possible 
de montrer que le phage manifeste lui-méme une « activité trypa- 
flavine » analogue. 

Cette conclusion résulte des expériences suivantes résumées dans 
Je tableau IIL: 


a) Une suspension purifiée de phages Fez en milieu Ringer 
titrant 3,210"%/ml manifeste une « activité trypaflavine » considérable 
puisqu’en moins de cing minutes les bactéries E. coli Fb type b 
cessent d’étre agglutinables. 

b) Le nombre des bactéries rendues non agglutinables augmente 
avec le nombre de phages ajoultés ; lorsque toutes les bactéries 
sont infectées, la réaction est complete : ainsi avec les multipli- 
cités d’infection 2 a 3 (qui permettent l’infection de toutes les 
bactéries en moins de huit minutes 4 37°), la réaction est complete 
en dix a douze minutes. On peut donc considérer que, dés qu'un 
phage Fez est adsorbé sur la bactérie, il produit l’effet carac- 
téristique. 

c) (Les phages, chauffés a des températures qui inactivent la 
prolysine et méme qui inactivent les phages (quinze minutes 
a 76°), restent capables de produire la réaction. Au-dela de 76°. 
Ja réaction ne se produit plus. Ce dernier fait est en lui-méme 
remarquable, car il prouve que l’agent responsable de « leffet 
trypaflavine » est encore capable d’agir, méme lorsque les réactions 
de synthése phagique sont inhibées. On obtient un résultat du 
méme ordre avec les phages inactivés par irradiation U. V. 

Rappelons, de plus, qu’avec les phages purifiés comme avec les 
lysats, la réaction s’effectue méme si les bactéries ont été tuées par 
chauffage (quinze minutes 4 une température n’excédant pas 75° : 
au-dela, la réaction cesse de se produire; en quinze minutes 
4 65° le nombre de colonies viables tombe de 8.10° & 9.10°/ml). 


208 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Enfin, il est possible de confirmer que « l’activité trypaflavine » 
est bien présente dans le milieu et non pas seulement au niveau 
des phages: a cet effet, un aliquot de lysat titrant 5.10% pha- 
ges/m] est centrifugé deux heures a 100 000 g : le sédiment, remis 
en suspension dans un méme volume de milieu neuf, titre alors 
4,6.10" phages/ml ; le surnageant titre 6.10’ phages/ml. 

Or, dans ces conditions, la suspension de phages, comme le 
lysat total, sont susceptibles de provoquer la réaction dans une 
préparation contenant 2,4.10" bactéries/ml en douze minutes a 
37° ; au-dela de ce chiffre de bactéries, des agglutinats continuent 
a se produire. Par contre, le surnageant provoque la réaction 
sur des préparations contenant jusqu’&é 2.10" bactéries/ml. Ainsi 
le surnageant qui contient moins de 0,001 p. 100 des phages 
initialement présents conserve environ 5 4 10 p. 100 de « Vactivité 
trypaflavine » du lysat total et l’on ne peut rendre compte d’une 
telle activité en l’attribuant exclusivement aux phages encore pré- 
sents dans le surnageant. 


2° ACTIVITE DES PHAGES pissocigs. — Les phages peuvent étre 
dissociés par divers moyens. Nous avons plus particuliérement 
éludié les effets du choe osmotique et des traitements par congé- 
lation-décongélation (Panijel et coll. [47]). Cette étude a été faite 
sur Tr. 

A. Effets du choc osmotique. — Deux préparations de T2r ont 
été soumises au choc osmotique dans les conditions suivantes : 
a 0,5 ml de suspension de phages, on ajoute 0,322 g de SO,Na, 
7 H,O ; on laisse dix minutes & 37°, puis on ajoute brusquement 
12 ml d’eau bidistillée glacée. Le témoin est traité de la méme 
facon, mais l’eau est ajoutée goutte a goutte, avec agitation 
continue. Le choc osmotique se produit dans le premier cas, avec 
un accroissement considérable de viscosité dai a la libération de 
?ADN. Le témoin et la suspension choquée qui se trouvent main- 
ienant en milieu SO,Na, 8.10 M sont éprouvés pour leurs acti- 
vilés prolysine et de « protoplasmisation ». Puis la suspension 
choquée est traitée par la DNase (5 ug/ml pendant trente minutes 
& 37° ou dix-huit heures a 4°) en présence de SO,Mg 0,003 M et 
centrifugée deux heures & 100000 g. Le surnageant est décanté. 
Le culot de « ghosts » est remis en suspension dans un aliquot 
du milieu (SO,Na, 8.10 M, SO,Mg 0,003 M) et de nouveau 
centrifugé une heure a 100000 g. Ce surnageant est éliminé et 
le culot remis en suspension dans 12,5 ml du milieu précédent. 
On dose alors les « ghosts et le surnageant pour leurs activités 
prolysine et de « protoplasmisation » en éliminant les réactions 
qui pourraient étre dues aux phages intacts par irradiation U. V. 
prolongée des suspensions. Les résultats sont indiqués dans fe 
tableau IV. On voit que le surnageant est incapable de trans- 
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former les bactéries en « protoplastes », mais conserve environ 
les deux tiers de l’activité prolysine. Inversement, la fraction des 
« ghosts », seule apte & transformer les bactéries en « structures du 
type protoplaste », ne comporte au plus qu’un tiers de J’activité 
prolysine. 

Bien entendu, lorsqu’on omet le saccharose dans le milieu, les 
bactéries traitées par les « ghosts » lysent trés rapidement : on 
retrouve ainsi le phénoméne bien connu diactivité lytique des 
« ghosts ». 

Cette activité lytique (qui, comme nous l’avons dit, mesure 
l‘activité « protoplasmisante ») est plus grande avec les « ghosts » 
qu’avec les phages intacts : il suffit, en effet, d’une multiplicité de 
50 4 60 « ghosts » par bactérie pour obtenir la transformation en 
« structures du type protoplaste » de la totalité des bactéries 
présentes. On est done fondé a admettre, soit que l’activité infec- 
lieuse proprement dite du phage inhibe dans une certaine mesure 
l’activité « protoplasmisante », soit que chez les « ghosts » l’agent 
de « protoplasmisation » éventuel se trouve dans des conditions 
(action plus favorables. 

Comme nous l’avons indiqué [414] cette action lytique des 
«ghosts » doit étre clairement distinguée de leur pouvoir létal : 
Koch et Dreyer [8} qui avaient soutenu la thése contraire sont 
revenus sur leur conception et ont confirmé notre observation. 
Il suffit en effet d’un « ghost » adsorbé pour tuer une bactérie. Mais 
il faut probablement de 30 4 40 « ghosts » adsorbés pour lyser la 
bactérie : aussi bien, avec une multiplicité qui permet l’adsorption 
d’au moins un « ghost » par bactérie présente, moins de 3 p. 100 des 
bactéries sont lysées (ou transformées en «structures du type 
protoplaste » en présence de saccharose). 

Bien entendu, l’action lytique comme Jaction létale ne peuvent 
s’exercer que si les « ghosts » sont bien adsorbés sur les bactéries. 
Dans un milieu favorable, comme le bouillon Difco, il est done 
possible de déterminer le nombre de « ghosts » d’aprés le nombre 
de bactéries lysées : c’est la le principe de la méthode de Herriott 
et Barlow (loc. cit.) 4 laquelle nous nous sommes référé pour titrer 
les suspensions de « ghosts ». On voit que le choc osmotique, qui 
a inactivé de 95 a 99 p. 100 des phages présents, permet de 
retrouver environ 75 p. 100 de ceux-ci sous formes de « ghosts » 
actifs. 


B, Ejfets de la congélation-décongélation. — Nous avons montré 
antérieurement [48, 49} que l'utilisation des méthodes de congéla- 
tion-décongélation permet de dissocier les phages et d’ obtenir la 
hibération “simultanée de l’ADN et de la prolysine interne des 
phages. Diverses conditions peuvent étre adoptées : dans cette 
série d’expériences nous avons ulilisé, soit la congélation pendant 
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douze a quinze heures 4 — 20°, soit un cycle de 4.a5 congélations 


successives de dix minutes & — 35°. La congélation prolongée 
a — 20° inactive environ 75 p. 100 des phages présents dans le 
cas de T2r. Le cycle des congélations & — 35° inactive plus de 


90 p. 100 des phages. 

Aprés décongélation a la température ambiante, les suspensions 
sont traitées par la DNase (5 ug/ml + SO,Mg 10 M, trente 
minutes a 37°), puis centrifugées deux heures a 100000 g; le 
culot est remis en suspension dans le Ringer (complété par 
SO,Mg 10-* M), puis recentrifugé une heure a 100 000 g. Ce sur- 
nageant de lavage est éliminé. Le premier surnageant et la fraction 
sédimentable remise en suspension dans la méme quantité de 
Ringer (complété par SO,Mg 10-*M) sont titrés en phages et 
dosés quant a leurs activités ; les résultats sont nets : comme le 
montre le tableau V, l’activité prolysine, libérée exclusivement 
dans le surnageant, est proportionnelle au nombre de phages inac- 
tivés ; mais le sédiment, contrairement a celui obtenu par choc 
osmotique, non seulement ne manifeste plus qu’une faible activité 
prolysine, mais encore contient moins de 10 p. 100 de « ghosts ». De 
plus, méme avec le concours du verséne, aucune des deux frac- 
tions nest capable de « protoplasmiser » les bactéries. 

Les traitements par congélation-décongélation dissocient done 
les structures mémes des « ghosts » et ne permettent pas de mettre 
en évidence d’activité « protoplasmisante ». 


C. Dissociation des « ghosts ». — Les expériences précédentes 
semblent indiquer que lactivité de « protoplasmisation » qui est 
située au niveau des « ghosts » exige, pour s’exercer, l’intégrité 
de ces structures. Au contraire, la prolysine est hbérée avec 
VADN au moment du choc osmotique. Toutefois, on pourrait 
admettre également que les « ghosts » ne « protoplasmisent » que 
parce quils s’adsorbent et que, de ce fait, l’activité prolysine ne 
représente que l action de lagent de « protoplasmisation », 
lorsque celui-ci vient au contact de son substrat sans qu inter- 
vienne le phénoméne d’adsorption spécifique particulier aux 
phages et aux « ghosts ». Ainsi les « ghosts » seraient incapables 
de lyser la poudre acétonique de bactéries parce que, ne s’adsor- 
bant pas sur celle-ci, ils éloigneraient l’enzyme de son substrat. 
Comme, d’autre part, les conditions de congélation utilisées per- 
mettent la mise en liberté de la prolysine, nous avons done 
soumis les « ghosts » obtenus par choc osmotique au traitement 
par congélation (trois fois douze minutes 4 — 35°). Nous avons 
alors observé que ce traitement, qui réduisait de 90 p. 100 le 
nombre des « ghosts » et aptitude a la « protoplasmisation », ne 
mettait pas en liberté de nouvelles quantités de prolysine. 

D’autre part, nous avons indiqué que des préparations obtenues 
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par la méthode des autolysats de poudre acétonique de bactéries 
infectées ne contiennent pas de phages mais manifestent a la fois 
Vactivité de « protoplasmisation » et l’activité prolysine ; or l’addi- 
tion de « ghosts » congelés a une telle préparation ne permet pas 
d’obtenir de « protoplastes » en l’absence de verséne. 

Inversement, les structures obtenues par congélation douze 
heures A — 20° (conditions utilisées par Brown et Kozloiff, loc. 
cit.) peuvent étre soumises au choc osmotique et, dans ce cas, 
il se produit la libération dans le milieu de ADN: or, si lon 
admettait que la prolysine était retenue par ces structures, on 
pourrait s’attendre a ce qu’elle puisse étre également libérée dans 
le surnageant. Les expériences faites prouvent qu'il n’en est rien. 
Les suspensions de structures congelées 4 — 20° n’exercent pas 
plus d’activité de « protoplasmisation », qu’elles alent été ou non 
soumises ensuite au choc osmotique : toute l’activité prolysine a 
été libérée aprés congélation-décongélation. 


V. — Discussion ET CONCLUSIONS. 


Les phénoménes décrits plus haut posent trois séries de pro- 
blemes. En premier lieu, on est conduit a s’interroger sur la 
nature de ces activités. D’autre part, on doit considérer les rap- 
ports existant entre les substances apparues a |’état libre dans 
le milieu de lyse et celles qu’on peut mettre en évidence au niveau 
des phages mémes. Enfin, il convient d’envisager d’un point de 
vue fonctionnel la signification de ces activités dans le cycle du 
phage. 

En ce qui concerne la nature de ces activités, il faut d’abord 
souligner qu'il s’agit précisément, toujours, d’activités « lytiques ». 
Ceci est vrai, non seulement des activités ayant fait l’objet de nos 
expériences, mais aussi de celles qui ont été retrouvées depuis 
par divers auteurs. On sait d’ailleurs que, dans la plupart des 
cas, ces activités sont liées 4 hydrolyse des polysaccharides de 
la membrane: ainsi pour les systémes décrits par Adams et 
coll. avec Klebsellia pneumoniae B-Kp [4], par Ralston et coll. 
avec St. aureus K1-P14 [20], par Murphy avec B. megate- 
rium KM-G [43]. Ces observations nous inclinent 4 penser que 
« VPactivité trypaflavine » mise en évidence avec le systéme 
E. coli Fb-Fcz entre dans cette catégorie, l’antigéne b étant pro- 
bhablement de nature polysaccharidique. 

De méme, l’activité « protoplasmisante » s’exerce essentielle- 
ment aux dépens du mucocomplexe qui assure la rigidité de Ja 
membrane des bactéries Gram-négatives et peut étre ainsi consi- 
dérée comme une activité du type « lysozyme ». 

On pourrait ainsi penser que ces substances, lorsqu’elles sont 
accumulées dans la cellule-héte au cours de la synthése phagique, 
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assurent la lyse bactérienne par V’intérieur. Mais on doit alors 
admettre que, si cette conception s’applique aisément aux activités 
qui apparaissent dans le milieu au moment ot se produit la lyse 
bactérienne, le cas de la prolysine, dont l’apparition dans le 
milieu extérieur précéde toujours la lyse, n’est pas sans soulever 
certaines difficultés. 

Ce n’est pas la seule distinction entre le cas de la prolysine et 
celui de l’activité de « protoplasmisation ». Sans doute existe-t-il, 
entre les deux types d’activités, diverses analogies qui ne per- 
mettent pas d’éliminer |’hypothése selon laquelle il faudrait les 
attribuer a une seule et méme substance. L’analogie avec le lyso- 
zyme, notamment, dont on sait l’action « protoplasmisante » et qui 
est aussi capable de lyser la poudre acétonique de bactéries (loc. 
cit.), doit étre retenue. Mais le cas d’E. coli Fb-Fez ou de cer- 
laines souches colicinogénes, productrices de prolysine mais ou 
il est impossible de mettre en évidence la production d’agents de 
« protoplasmisation », n’est pas moins significatif. 

Enfin, étude des activités liées aux différentes structures pha- 
giques renforce également la thése selon laquelle prolysine et 
activité de « protoplasmisation » ne pourraient étre attribuées a 
une méme substance puisqu’il a été possible de les localiser sur 
des structures différentes, l’activité de « protoplasmisation » étant 
essentellement caractéristique des « ghosts », alors que la proly- 
sine accompagne l’ADN lors du choc osmotique. 

Cetle distinction entre enzymes « de surface » et enzymes 
« internes » du phage permet de considérer sous un nouvel aspect 
le probléme des rapports entre les activités apparues 4 ]’état libre 
dans le milieu et celles qui sont localisées au niveau du phage. 

Certains auteurs tels que Ralston et coll. chez St. aureus K1-P14 
(loc. cit.) et Murphy chez B. megaterium KM-G (loc. cit.) soulignent 
que les activités lytiques qu’ils ont observées dans leurs lysats 
phagiques ne se retrouvent pas au niveau des phages correspon- 
dants : or, il convient de remarquer que ces auteurs ont négligé 
d’étudier les produits de dissociation de ces phages, en sorte 
qu’il n’est pas possible d’affirmer que les substances en question 
ne font pas partie des constituants internes de ces phages; on 
peut simplement préciser qu’elles ne peuvent étre mises en évi- 
dence au niveau des phages intacts, done qu’elles n’appartiennent 
pas aux structures extérieures des phages. ni 

Dans d’autres cas, d’ailleurs, les auteurs décrivent une activité 
présente dans les lysats en affirmant ne pas la retrouver au niveau 
des phages, alors que cette conclusion est due, selon toute vrai- 
semblance, a ce qu’ils n’ont pas étudié l’effet des multiplicités 
d’infection élevées. 

Il en est ainsi pour «l’endolysine » de Jacob et coll. [7] qui, au 
demeurant, nous semble n’étre pas autre chose, sous une nouvelle 
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éliquette, que V’agent de « protoplasmisation » dont nous avons 
antérieurement signalé l’existence dans les lysats d’induction 
WE, coli K12 autant que dans les lysats d’infection par phages 
virulents (loc. cit.). Or, nous avons montré justement qu'un tel 
agent est présent chez les phages intacts et également au niveau 
de leurs « ghosts ». 

Quoi qu’il ne soit pas possible d’affirmer que toutes les acti- 
vités apparues dans les lysats soient en fin de compte présentes 
au niveau de telle ou telle structure phagique, il faut convenir 
qu’une telle conception prendrait aisément sa place dans le cadre 
général de la synthése des constituants phagiques : ceux-cil sem- 
blent, en effet, toujours produits en excés, et, de ce fait, ne se 
trouveraient que partiellement intégrés aux phages eux-mémes. 

Mais, en outre, une telle perspective donnerait de la structure 
méme des phages une image d’une grande complexité, puisqu’on 
devrait admettre que ceux-ci portent non pas un, mais plusieurs 
enzymes : non seulement des enzymes localisables, soit dans les 
enveloppes extérieures, soit dans les structures internes, mais bien 
plusieurs enzymes au niveau méme des enveloppes extérieures. 

Ainsi, l’enzyme étudié par Weidel [25], puis par Kozloff [8]. 
se comporte de telle facon qu’on peut avec vraisemblance le tenir 
pour différent de l’agent de « protoplasmisation » : en effet, la 
congélation des ghosts douze heures & — 20°, qui exalte lactivité 
(hydrolyse des constituants de la membrane étudiée par Kozloff 
en découvrant « l’épine interne » de la queue (« tail spike ») por- 
teuse de enzyme, supprime au contraire l’activité de « protoplas- 
misation ». Ceci indique, soit que Venzyme de Weidel-Kozloff 
nest qu’un des facteurs nécessaires a la « protoplasmisation », 
soit que Vagent de « protoplasmisation » est complétement diffé- 
rent de Venzyme de Weidel-Kozloff. 

Si on s’arréte maintenant a un point de vue fonctionnel, les 
phénoménes de lyse associés 4 linfection phagique peuvent étre 
envisagés sous un double aspect: celui qui concerne les phéno- 
ménes de pénétration des phages d’une part, celui qui concerne 
la lyse de V’hote d’autre part. Or, il est possible que ces événe- 
ments fassent intervenir 4 la fois des mécanismes communs et 
des mécanismes différents. Ainsi peut-on penser que l’agent de 
« protoplasmisation » intervient dans les deux phénoménes. Mais, 
par contre, on peut concevoir qu’une activité telle que « l’activité 
trypaflavine » intervient seulement dans les phénoménes de péné- 
tration, mais non pas dans la lyse de Vhéte. Il en va de méme 
pour enzyme du systéme Klebsellia pneumoniae B-Kp d’Adams 
et coll. (loc. cit.). 

Certains cas offrent, inversement, l’exemple de systémes ow le 
phage est privé de Véquipement enzymatique nécessaire pour 
réaliser la premiére élape de sa pénétration dans Vhéte : ainsi, 
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avec les streptocoques du groupe A possédant une capsule hyalu- 
romique, il faut détruire celle-ci par l’action de la hyaluronidase 
pour que la pénétration ultérieure du. phage soit possible 
(Maxted [42]). On doit done admettre ici que les phages ne pos- 
sédent pas l’enzyme du type hyaluronidase, bien qu’ils possédent 
certainement un enzyme du type Weidel-Kozloff, puisque aprés 
disparition de la capsule hyaluronique, ils pourront pénétrer dans 
les bactéries a travers la paroi débarrassée de ladite capsule. 

On voit ainsi que, selon le cas, le phage peut posséder ou non 
Péquipement enzymatique complet nécessaire au déroulement de 
toutes les étapes de l’infection. 

Il faut convenir, cependant, que ces considérations ne nous 
éclairent pas sur le réle éventuel de la prolysine lors du déve- 
loppement des phages ; nous avons souligné les raisons qui nous 
amenaient 4 différencier cette activité de Vactivité « protoplasmi- 
sante », mais nous ne pouvons, a l’heure actuelle, considérer la 
lyse de la poudre acétonique de bactéries que comme le signe de 
la présence d’une substance produite en excés lors de la syn- 
thése des phages et localisée ou niveau des structures internes 
contenant l’ADN des phages. Peut-étre la récente observation de 
Levine et coll. [9] sur l’antigéne « interne » des phages pourra- 
t-elle apporter quelque lumiére sur ce sujet. 


PassumMg. 


Les lysats d’infection ou d’induction phagique manifestent cer- 
taines activités de lyse : activité de lyse de la poudre acétonique 
de bactéries (prolysine) d’une part, activité de transformation des 
bactéries en structure du type « protoplaste », d’autre part. 

Bien que les conditions dans lesquelles ces deux activités sont 
synthétisées au cours de la synthése phagique et libérées ensuite 
dans le milieu de culture présentent de sérieuses analogies, on ne 
peut cependant considérer comme établi le fait qu’elles doivent 
étre attribuées 4 une méme substance. Il existe en effet des sys- 
temes tels que E. coli Fb-Fez, qui permettent de mettre en évi- 
dence une trés forte activité de lyse de la poudre acétonique et 
ou l’activité de « protoplasmisation » n’a pu étre retrouvée. 

A ces deux types d’activité, il convient d’ajouter, pour certains 
systémes tels que E. coli Fb-Fcz, une activité spécifique de trans- 
formation des bactéries agglutinables par la trypaflavine en bac- 
téries non agelutinables; cette transformation, exclusivement 
phénotyique, est liée a la disparition d’un antigéne de la parol. 
Une telle « activité trypaflavine » est synthétisée et libérée dans 
le milieu plus tardivement au cours du cycle d’infection phagique 
que l’une ou l’autre des deux activités ci-dessus. 

Ces différentes activités se retrouvent au niveau des phages 
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mémes, certaines chez les phages intacts, d’autres seulement aprés 
dissociation des phages. 

Les premiéres sont d’ailleurs situées au niveau des enveloppes 
extérieures du phage et peuvent, dans certains cas, étre retrou- 
vées chez les « ghosts » obtenus par choc osmotique. C’est le cas 
notamment de activité de « protoplasmisation » comme de l’acti- 
vité d’hydrolyse des membranes bactériennes ¢tudiée par divers 
auteurs. 

En outre, chez certains phages insensibles au choc osmotique, 
certaines aclivités ont été retrouvées au niveau des phages intacts ; 
ainsi |’ « activité trypaflavine » chez Fez. 

Quant aux activités qui n’apparaissent qu’aprés dissociation 
des phages, elles accompagnent l’ADN lors du choc osmotique 
ou lors des traitements par congélation-décongélation, et doivent 
étre attribuées 4 des constituants internes du phage: c’est le cas 
pour l’activité de lyse de la poudre acétonique de bactéries (acti- 
vité « prolysine »), qui ainsi serait localisée dans une structure 
analogue a celle ot l’on retrouve l’antigéne « interne » du phage. 

‘Les diverses observations permettent d’attribuer aux phages un 
certain degré de complexité enzymatique, dont Ja signification est 
discutée. 


SUMMARY 


PHAGE ENZYMES AND ENZYMIC ACTIVITIES IMPLIED 
IN PHAGE SYNTHESIS. 


Phage lysates induced by infection or induction possess certain 
lytic activities ; lysis of the bacterial acetonic powder (prolysine 
activity) ; transformation of bacteria into « protoplasts ». 

The conditions under which these two properties appear during 
phage synthesis and in the culture medium are much alike ; 
however, it is not proved that they depend on the same sub- 
stance. In fact, there are systems such as FE. coli Fb-Fez, which 
manifest a very high lysing capacity towards acetonic powder, 
but no « protoplasmisation » activity. 

Certain systems, such as EF, coli Fb-Fcez, possess still a third 
activity : they are able to transform trypaflavin agglutinable bac- 
teria into non agglutinable bacteria. This transformation is exclu- 
sively phenotypic and due to the disappearance of a cell wall 
antigen. This « trypaflavin activity » appears in the phage infec- 
tion “cycle later than the two above mentioned properties. 

These different activities are found in the phages themselves, 
some of them in intact phages, others after phage dissociation. 

The first ones are localized in the external phage membranes 
and may sometimes be found in ghosts obtained by means of 
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ostmotic shock : such is the case of the « protoplasmisation » 
activity and of the hydrolysis activity on bacterial membranes 
studied by different authors. 

In certain phages insensitive to osmotic shock, certain activities 
have been found in intact phages: e. g. « trypaflavin activity » 
in Fez. 

Certain activities appear only after phage dissociation by 
osmotic shock or by freeze-thawing ; they are bound to DNA and 
should be ascribed to internal components of the phage, as in 
the case of the lysing activity on bacterial acetonic powder (pro- 
lysine activity) which seems to be localized in a structure ana- 
logous to that of phage « internal » antigen. 

These findings suggest that phages possess a certain degree 
of enzymic complexity, the significance of which is discussed. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Apams (M. H.) et Parx (B. M.). Virology, 1956, 2, 719. 

[2] Brenner (S.). Nature, 1958, 4184, 1713. 

[3] Brown (D. O.) et Koztorr (L.). J. Biol. Chem., 1957, 225, 1. 

[4] Herrior (R. M.) et Bartow (J.L.). J. gen. Physiol., 1952, 36, 17. 

[5] Herriotr (R. M.) et Bartow (J. L.). J. gen. Physiol., 1957, 40, 809. 

[6] Hupperr (J.) et Panwen (J.). Ann. Inst. Pasteur, 1956, 90, 711. 

[7] JAcop (F.), Furrsr (C. R.) et Wortman (E. L.). Ann. Inst. Pasteur, 
INOS BIS 

[8] Kocu (G.) et Dreyer (W. J.). Virology, 1958, 6, 291. 

[9] Levine (L.), Bartow (J. L.) et Vunaxis (H. Van). Virology, 1958, 
6, 702. 

[40] McQutmrren (K.). [Communication personnelle. | 

[44] Manter (H.R.) et Fraser (D.). Biochim. Biophys. Acta., 1956, 
22) OM. 

[42] Maxrep (W.R.). J. gen. Microbiol., 1955, 12, 484. 

[43] Murray (J.S.). Virology, 1957, 4, 563. 

[44] Pansse, (J.). C. R. Acad. Sci., 1958, 246, 1776. 

[45] Panuex (J.) et Huppert (J.). C. R. Acad. Sci., 1956, 242, 199. 

[416] Panisex (J.) et Huppert (J.). C. R. Acad. Sci., 1957, 245, 240. 

[47] Pant (J.) et Huppert (J.). Ann. Inst. Pasteur, 1956, 90, 619. 

[48] Panzer (J.) et Huppert (J.). Ann. Inst. Pasteur, 1957, 93, 352. a 

[49] Panwex (J.), Hupperr (J.) et Barsu (E.). Ann. Inst. Pasteur, 1957, 
93, 183. 

[20] Ratston (D. J.), Barr (B. S.), Lreserman (M.) et Krurcer (A. P.). 
J. gen. Physiol., 1957, 44, 343. 

[24] Repaske (R.). Biochim. Biophys. Acta, 1956, 22, 189. 

[22] Sertic (V.). Zbl. Bakt., 1929, 4410, 125. 


[23] Sertic (V.) et Bouteaxov (N. A.). C. R. Soc. Biol., 1936, 422, 35. 
[24] Want (R.), Kr Yona Lee et Barsu (E.). Ann. Inst. Pasteur, 1957, 
92, 153. 


[25] Wermer (W.). Z. Naturforsch., 1951, 6b, 251. 


ETUDE IMMUNOLOGIQUE 
DE LA POLYARTHRITE CHRONIQUE EVOLUTIVE 


SUR LA PRODUCTION EXPERIMENTALE 
DU FACTEUR ACTIVATEUR D’AGGLUTINATION 


par Hideo MATSUBARA, Akira MAYEDA, Shizuo TANABE 
et Kanji SHICHIKAWA (*) (**). 


(Faculté de Médecine, Université d' Osaka {Japon)) 


Depuis la découverte par Waaler-Rose d’un facteur agglutinant 
les globules rouges de mouton sensibilisés dans le sérum des 
malades atteints de polvarthrite chronique évolutive (P. C. E.), de 
nombreux auteurs ont étudié la technique de la réaction de Waaler- 
Rose [4, 2]. Nous avons signalé, dans un travail antérieur, que 
les globules rouges de beeuf peuvent remplacer ceux de mouton, 
facilitant ainsi l’exécution de la réaction [8]. Mais la connaissance 
de la nature du facteur est encore incompléte. D’aprés Gibson [4] 
le facteur activateur de l’agglutination (appelé facteur rhumatoide, 
ou Agglutination Activating Factor : A. A. F.) semble exercer une 
action enzymatique. Beaucoup d’auteurs supposent qu'il s’agit 
d’une substance agissant sur des globulines dénaturées présentes 
dans le sérum humain. Kunkel, Franklin et coll. [5] ont émis 
Vhypothése que l’A. A. F. est un anticorps vis-a-vis d’un complexe 
anligéne-anticorps [6]. De toute facon, il y a beaucoup de points 
cbscurs malgré les nombreux travaux faits dans ce domaine. 

On ignore les raisons de l’apparition du facteur au cours de 
la P. C. E., aussi l'étude expérimentale présente un intérét évident. 
En effet, existence d’une propriété analogue a été constatée dans 
le sérum de lapin immunisé par des entérocoques ou des pneu- 
mocoques. Ce facteur était décelable a l'aide de globules rouges 
de mouton sensibilisés par un sérum de lapin. Mais il est plus 
difficile d’exphquer son apparition dans le liquide de culture de 
tissu conjonctif infecté par des streptocoques [7, 8]. 

Dans le sérum de lapins immunisés vis-a-vis de streptocoques 
ou de différentes espéces de bactéries anaérobies, Eyquem et coll. 
ont observé la présence d’un facteur analogue A celui qui est 
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décelable au cours de la P. C. E. par la réaction de Boyden et 
qui se combine avec certains types de globuline humaine y. Ils 
ont précisé l’action de ce facteur et les conditions de sa réac- 
tion [9]. 

On a signalé, au cours de l’immunisation, l’apparition d’immuno- 
conglutinines, ou d’anticorps, et on peut se demander quelles sont 


les relations qui existent entre ces différents facteurs. 


MATERIEL ET METHODES. 


PREPARATIONS DES SUSPENSIONS BACTERIENNES. — Les Salmonella pul- 
lorum et Jes streptocoques hémolytiques groupe A type 4 (obtenus du 
Laboratoire de Bactériologie de la Faculté de Médecine d’Osaka), ont 
été mis en culture pendant vingt & vingt-quatre heures dans un 
bouillon de coeur de boeuf (DIFCO). Aprés lavage des corps bactériens, 
on prépare une suspension a la densité équivalente a Vopacité du 
tube n° 1 de Brown [40]. Les bactéries sont tuées par chauffage A 120° 
& l’autoclave pendant une heure. 


TECHNIQUE D' IMMUNISATION. — 1 ml de suspension des bactéries vivantes 
ou tuées est injecté dans la veine de l’oreille du lapin, deux fois par 
semaine, ou 5 ml de suspension des bactéries vivantes avec un égal 
volume d’adjuvant de Freund par voie sous-cutanée, une fois par 
semaine. 


CorTIsonE. — 5 meg de cortisone (Scherson de la compagnie Schering) 
sont administrés chaque jour par voie intramusculaire. 


ABSORPTION DU SERUM PAR LES BACTERIES. — 5 ml de la suspension de 
hbactéries sont centrifugés et le sédiment bactérien est mélangé avec 
0,5 ml de sérum. L’absorption s’effectue 4 37° C pendant deux heures. 


FRACTIONNEMENT DU SERUM. — On suit la technique de fractionnement 
par dilution. Le sérum est mélangé soigneusement avec la solution de 
phosphate de potasium dans la proportion de 1 p. 10; aprés trente 
ruinutes, on centrifuge. Le sédiment, dissous avec de J’eau_ physiolo- 
gique, fournit la solution globulinique. Le surnageant est la solution 
albuminique. 


Ereerropsorise. — On procede A I’électrophorése de zone en colonne 
d’amidon, suivant la technique modifiée de Flodjn et Porath [44]. 
3 ml de sérum sont soumis Aa 1|’électrophorése au tampon de borate 
pH 8,6 a Ja puissance ionique 0,1, A Vaide d’un courant de 31 volts, 
20 milliamperes, continu pendant douze heures. Le liquide élué est 
réparti en 60 tubes. 


PREPARATION DE ILA SUSPENSION DES GLOBULES ROUGES HUMAINS. — Selon 
notre technique [42], les globules rouges humains ORh positifs sont 
sensibilisés par l’anticorps complet Rho ou l’anticorps incomplet Rho 
(Vanticorps complet ou incomplet employé ici est respectivement celui 
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utilisé pour le « saline tube test » nR 1201, ou celui utilisé pour le 
« slide or modified tube test » nR 5085-8, Ortho). Les globules rouges 
humains groupe A sont sensibilisés par l’immunsérum anti-A. Ce der- 
nier est obtenu par l’immunisation d’un homme de groupe B avec la 
substance A (Knickerbocker). 


PREPARATION DE L’IMMUNSERUM DE LAPIN ANTI-SERUM HUMAIN. — Selon 
notre technique [43], le sérum de malade atteint de P. C. E. est adsorbé 
sur bentonite. On pratique 10 injections intraveineuses au lapin, a 
rajson d’une injection tous les deux jours. La réaction de Waaier-Rose 
est effectuée suivant notre technique [3] : des globules rouges de bceutf 
sont sensibilisés avec l’immunsérum de lapin, avec une dose égale aux 
trois quarts de la dose agglutinante. 

La réaction d’agglutination des streptocoques est pratiquée selon la 
technique de Thulin modifiée par Liao [45]. 

La réaction d’agglutination de Saimonella pullorum, sur plaque, est 
réalisée avec II gouttes de la suspension de bactéries 4 la concentration 
de 1 mg/ml. 


RESULTATS. 


A. — Production expérimentale du facteur activateur 
d agglutination. 


1° Titre dagglutination des globules rouges de bauf sensibi- 
lisés. — Au bout de cing a six semaines d’immunisation avec 
les bactéries indiquées ci-dessus, on constate dans le sérum des 
lapins l’apparition d’un facteur qui accélére l’agglutination des 
globules rouges sensibilisés de beeuf (tableau I). Le titre atteint 
1/128 chez les lapins immunisés par Salmonella pullorum avec 
bactéries tuées, avec ou sans adjuvant. Il est de 32 aprés immu- 
nisation avec des bactéries vivantes. Aprés immunisation avec des 
streptocoques, il est de 1/128 dans le cas des bactéries tuées et 
de 64 avec les bactéries vivantes. Il est produit par des bactéries, 
soit vivantes, soit tuées, injectées par vole intraveineuse ou par 
voile sous-cutange, avec l’adjuvant de Freund. 

I} ne semble done pas qu’il y ait une influence des bactéries 
ou du mode d’immunisation. Par ailleurs, nous n’avons pas 
constaté, comme l’avait fait Coombs [416], apparition d’immuno- 
conglutinines dans le sérum des lapins immunisés. 


2° Evolution du titre de Vagglutinine au cours de l’immunisa- 
tion, — 'L’agglutination atteint son titre maximum a 64, au cours 
de la cinquiéme semaine d’immunisation, et diminue lentement 
a la suite de Vinterruption de immunisation. De plus, ce titre 
d’agelutination des bactéries semble varier proportionnellement 
4 celui de l’agglutination des globules rouges sensibilisés. 


3° Influence de la cortisone sur le titre de agglutination. — 
La cortisone est administrée pendant quatre semaines, dés le 
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début de immunisation. De |’étude comparative des lapins traités 
et non traités, il résulte que le traitement par Ja cortisone diminue 
le titre d’agglutination des bactéries de deux dilutions : de 1 280 
a 320 dans le cas de Salmonella pullorum ‘et de 320 a 160 dans 
le cas de streptocoques hémolytiques ; mais ce traitement nagit 
pas sur le titre du facteur activateur de l’agglutination. 


TaBLesu I. a Epreuve d’absorption de l’immunsérum de lapin, conte- 
nant l’activateur d’agglutination, avec les bactéries ou les globules 
rouges de beuf non sensibilisés ou sensibilisés. 


he ; i 
Immunsérum 
du lapin Absorption | Titre d'agglutination 
strep. de S.P. de G.R. de boeuf 
sensibibisés 
anti-strep. Avant 320 64 
Aprés absorp. 0 16 
avec strept. 
tae | Zu a RiP EAT 
anti-S.P. Avant 1280 64 
Apres absorp. 40 64 
avec S.P. 
anti-S.P. Avant 128 
Aprés absorp. avec G.R. de boeuf I2s 
non sensibilisés. 
Aprés absorp. avec G.R. de boeuf 32 
sensibilisés 4 3/4 la dose agglut. 
Aprés absorp. avec G.R. de boeuf a 
sensibilisés 4 3/4 la dose agglut. 
= Sait =) 
Frratum. — Derniére ligne du tableau: au lieu de sensibilité & 3/4 dose 


agelutinante, lire : sensibilité 4 5 doses agglutinantes, 


B. — Analogie entre le facteur activateur expérimental 


er AWAN Ls 


En vue de préciser les caractéres du facteur activateur expéri- 
mental, les points suivants furent étudiés : 


1° Fraction sérique renfermant l’activateur. — Le fractionne- 
ment sérique au tampon phosphatique a permis de retrouver I’acti- 
vateur dans la fraction globulinique. En électrophorése, il se 
localise dans la fraction étendue de la fin des globulines B jusqu’au 
début des globulines y. 


2° Influence du chauffage. — Le sérum ad examiner est mis 
dans un bain-marie 4 56° C pendant dix minutes, trente minutes, 
soixante minutes ou quatre-vingt-dix minutes. Le chauffage pen- 
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dant trente minutes n’a pratiquement pas d’influence sur l’activa- 
teur. On observe une diminution par chauffage plus prolongé. 
Néanmoins, aprés quatre-vingt-dix minules, Je titre est encore 
de 16 vis-a-vis des globules rouges de beeuf sensibilisés, alors 
qu'il était de 64 au départ. 


3° Epreuve dabsorption. a) Absorption par les bactéries, — 
Aprés mise en présence de l’immunsérum et des bactéries homo- 
logues, le titre d’agglutination bactérienne diminue nettement ou 
disparait ; mais celui de l’activateur n’est pas influencé (tableau 1). 


b) Absorption par les globules rouges de beuf. — L’activateur 
de l’immunsérum n’est pas influencé par Vabsorption avec des 
globules rouges de bceuf non sensibilisés, mais son titre est 
diminué par |’absorption avec des globules rouges de beeuf sensi- 
bilisés avec une dose égale aux 2/3 de la dose agglutinante ou 
égale a cing fois celle-ci. Cette réduction de son pouvoir accélé- 
rateur détermine une diminution du titre, respectivement de 1/4 
a 1/64 (tableau I). 


c) Agglutination des globules rouges humains sensibilisés avec 
Vimmunsérum anti-D. — Le facteur activateur de ]’immunsérum 


Tasteau JI. — Influence de l’activateur d’agglutination, retrouvé dans 
VYimmunsérum de lapin, sur l’agglutination de globules rouges 
humains sensibilisés avec limmunsérum anti-D ou anti-A. 


i : 


Titre d'agglut. de G.R. Titre d'agglut. 
humains groupe O Rh de G.R. humains 
positif sensibilisés groupe A sensi- 
avec -bilisés avec 
les immunsérums 
anti-A 
les immun- les immun- 
agglutinines| agglutinines 
incomplétes complétes 
anti-D. anti-D. 
| Avant | (e} nae) 600 
Aprés la mise en 160 10 2200 
présence de 
l'activateur 
dilué au taux 
2 I/4 
ee eS £0 I0 2400 
SPE Ol SGN aw/man(s) 1600 
" n "Ss 1/32 600 


= ek | 


de lapin agglutinine les globules rouges humains du groupe ORh 
positif sensibilisés avec les immunagglutinines incompletes anti- 
Rho, mais n’accélére pas agglutination des globules rouges ORh 


LE FACTEUR ACTIVATEUR D’AGGLUTINATION 223 


positifs sensibilisés avec les agglutinines completes anti-Rho 
(tableau II). 


d) Agglutination des globules rouges humains A_ sensibilisés 
avec Pimmunsérum anti-A. — Le facteur activateur des immun- 
serums de lapin favorise nettement l’agglutination des globules 


rouges humains A sensibilisés avec Vimmunagglutinine anti-A 
(tableau II). 


_e) Inhibition du facteur activateur. — Le facteur activateur de 
agglutination des immunsérums de lapin est inhibé par l’immun- 
serum de Japin anti-globuline humaine. Cependant, il n’est pas 
inhibé par le sérum normal du lapin (tableau IID). 


Tasteau Ill. — Epreuve d'inhibition de l’activateur d’agglutination, 
retrouvé dans l’immunsérum de lapin, par l’‘immunsérum de lapin 
anti-sérum humain. 


Chiffre inverse de la dilution 
d'immunsérim du lapin anti-sérum 
humain, 
2 4 8 Te 32 64 128 Témoin 
+ 
Chiffre 4 mi KS ts os ws + + p 
réciproque 
d'immunsérum 8 = - - Eg + + + + 
| du lapin 
contenant I6é| - - - - + + + + 
l'activateur 
d'agglutination. D2 ee yas) cae - - se + = 
Gia —iehicks 2 Bimataces te ySy oS + 
Témoin| — = = - - - - - | 
f) Epreuve d’élution. — Le facteur activateur titrant 64 est 


absorbé avec les globules rouges de bceuf sensibilisés a cing fois 
le dose agglutinante, pendant deux 4 quatre heures, Cette suspen- 
sion est lavée trois fois avec de ]’eau physiologique, puis chauffée 
a 56° C pendant cing minutes. On la centrifuge ; le facteur acti- 
vateur se trouve dans le liquide surnageant. 


Discussion. 


En immunisant les lapins avec Salmonella pullorum ou des 
streptocoques, nous avons constaté qu'un facteur activateur de 
Vagglutination apparaissait dans le sérum des lapins simultané- 
ment aux agglutinines bactériennes. Ce facteur semble étre pro- 
voqué indépendamment de la souche de bactéries utilisée et de 
la modalité de l’immunisation. La cortisone n’exerce pas d’in- 
fluence sur la production de ce facteur. 
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Le mécanisme de la production semble étre analogue a celui 
des immuno-conglutinines de Wartiovarra et Coombs {46, 17], mais 
nous n’avons pas observé ces derniéres dans l’immunsérum. 
Milgrom et coll. [48] ont signalé la formation dans le sérum de 
lapin d’un facteur agglutinant les globules rouges de mouton 
sensibilisés, aprés l’immunisation avec des colibacilles ou des 
leucocytes de cobaye. Ils le considérent comme un anticorps vis- 
a-vis de certains anticorps contenus dans le sérum du lapin, 
c’est-’-dire un antisanticorps, parce que son pouvoir est inhibé 
par certains sérums de lapin. Le facteur activateur que nous avons 
produit dans le sérum du lapin n’est pas inhibé par une fraction 
quelconque du sérum des lapins normaux. 

En conséquence, il n’est pas identique a l’anti-anticorps de 
Milgrom. D’autre part, l’évolution du facteur est paralléle a la 
production des agglutinines bactériennes. Il est done probable 
qu'il est produit plutdt a la faveur du bouleversement provoqué 
par l’immunisation, comme c’est le cas pour l’antinanticorps de 
Najjar et Fischer. L’action enzymatique directe congue par Svartz 
apparait moins certaine. 

Nous avons essayé de préciser les caractéres de ce facteur acti- 
vateur de lagglutination. Il est relativement thermostable, il se 
trouve dans la fraction globulinique ; l’électrophorése le décéle 
dans la fraction étendue de la fin des globulines B jusqu’au début 
des globulines y. Il est contenu dans les macroglobulines au coeffi- 
cient de précipitation 22. I] résiste, dans une certaine mesure, 
a l’action de la protéinase. Au point de vue fonctionnel, il est 
l’activateur d’anticorps incomplets et inhibé par le sérum de 
Coombs, certaines protéines et certains acides aminés [8, 42, 43, 
49, 20, 24, 22, 23). 

Le facteur activateur de l’agglutination retrouvé dans |’immun- 
sérum du lapin posséde des caractéres presque identiques a ceux 
de l’A. A. F. : thermostabilité, présence dans une fraction sérique 
identique, résultats d’absorption par bactéries ou globules rouges 
de boeuf, inhibiteur commun, modalité de l’influence sur l’agglu- 
tination de divers globules rouges sensibilisés et possibilité d’élu- 
tion, etc. De plus, comme le fait l’A. A. F., cet activateur expé- 
rimental est capable d’agir sur les anticorps d’origine humaine 
ainsi que sur ceux du lapin. En effet, comme Maurer [24] l’indique, 
ify aurait une relation entre les globulines humaines et les globu- 
lines de lapin. Cependant, tandis que lA. A. F. est trouvé d’une 
fagon constante dans le sérum de malade pendant plusieurs 
années, le facteur activateur apparaissant dans les immunsérums 
de lapin diminue aprés l’arrét de V’immunisation. Pour cette 
raison, il n’est pas absolument identique a l’A. A. F. De toute 
facon, il reste encore des problémes importants, en particulier 
par quel mécanisme d’immunisation et par quel antigéne ce fac- 
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teur activateur est-il provoqué ? Ces questions nécessitent encore 
des recherches. Ce facteur est a rapprocher de celui étudié par 
Eyquem et ses collaborateurs {9). 


CONCLUSION. 


_ Les auteurs ont observé l’apparition, dans Je sérum de lapins 
immunisés avec Salmonella pullorum ou des streptocoques, d’un 
facteur qui accélére l’agglutination des globules rouges sensibi- 
lisés. Ils précisent ses caractéres, par comparaison avec l’activa- 
teur d’agglutination trouvé dans le sérum des malades atteints de 
polyarthrite chronique évolutive. 


SUMMARY 


IMMUNOLOGICAL STUDY OF RHEUMATOID ARTHRITIS. 
EXPERIMENTAL PRODUCTION OF THE AGGLUTINATION ACTIVATING FACTOR. 


In sera of rabbits immunized with Salmonella pullorum or 
with streptococci the authors have demonstrated the presence of 
a factor which activates the agglutination of sensitized red cells. 
They describe the properties of this factor and compare them 
with those of the A.A. F. present in the sera of rheumatoid 
arthritis patients. 
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INACTIVATION IN VITRO 
DU VIRUS DU SARCOME DE ROUS 
PAR UN MUCOPOLYSACCHARIDE ISOLE 
DE L’ASCITE SARCOMATEUSE 


par Alice GOLDE et Philippe VIGIER (*). 


Institut de Recherches sur le Cancer, Villejuif] (**) 


Le phénomeéne de Vinactivation d’un virus par un complexe 
polysaccharidique a été observé d’abord avec les phages mis en 
présence de filtrats de cultures bactériennes (Ellis et Spizizen, 
1941). Des inhibiteurs de Vhémageglutination par les virus du 
groupe de la grippe ont été trouvés, d’autre part, dans divers 
tissus et constituants organiques (Francis, 1947; De Burgh et 
coll., 1948; Lanni et Beard, 1948; Svedmyr, 1948; Tamm et 
Horsfall, 1950). Tous paraissent appartenir a la famille des 
mucoprotéines (Anderson et coll., 1948) et agir en se liant au 
virus, aux dépens des récepteurs cellulaires (Lanni et Lanni, 
1952). 

Etant donné que des mucoprotéines, en quantilés importantes, 
ont été mises en évidence dans le sarcome de Rous et les sar- 
comes apparentés de la poule (Kabat, 1939; Pirie, 1942 ; Warren 
et coll.. 1949; Harris et coll., 1954), il nous a paru intéressant 
de voir si elles pouvaient aussi se her au virus de Rous. Une 
source particuliérement abondante de mucoprotéines est le 
liquide mucoide de l’ascite sarcomateuse obtenue par inoculation 
intrapéritonéale de cellules tumorales (Epstein, 1951; Bather, 
1954). On en a isolé un mucopolysaccharide, dont on a étudié 
Vaction sur le virus. Aucune hémagglutination n’élant connue 
avec ce dernier, on a pris pour test, comme avec les phages, 
linactivation du virus infectieux. Pour éviter les enzymes tissu- 
laires, on a inoculé des cultures d’embryon de poulet. 


(*) Manuscrit recu le 11 mars 1959. 
(**) Nouvelle adresse: Laboratoire Pasteur, Institut du Radium, 
26, rue d’Ulm, Paris-5°. 
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MATERIEL ET METHODES. 


L’ascite sarcomateuse a été obtenue, chez des poulets Leghorn blancs 
et Sussex de 1 & 2 mois, par injection intrapéritonéale d’une suspen- 
sion cellulaire de sarcome de Rous, et reproduite par réinoculation 
de 1 A 2 cm? d’ascite & de nouveaux animaux, tous les quinze jours 
environ. Le liquide ascitique, trés visqueux et riche en substance 
mucoide, a ¢té prélevyé aprés sacrifice des animaux, dilué au 1/5 dans 
du sérum physiologique & pH 7,0 et centrifugé 4 3000 t/m pendant 
vingt minutes, puis 4 80000 g une heure, pour éliminer les cellules 
et le virus. 

Le mucopolysaccharide (MPS) a été préparé a partir du surnageant 
de la seconde centrifugation, par la méthode de Harris et coll. (1954). 
La solution, dialysée dans l’eau distillée, a été lyophilisée. La poudre 
obtenue a été dissoute dans du PBS (Dulbecco et Vogt, 1954). Les 
solutions dans le PBS ont été stérilisées par filtration sur bougies 
Chamberland L38 et L5. Le produit obtenu n’était pas un polysaccha- 
ride chimiquement pur, mais une purification plus poussée, par les 
moyens chimiques, aurait introduit des produits toxiques pour les 
cellules. 

Quatre solutions de MPS ont été préparées, a partir de quatre ascites 
différentes (I a IV). Leur concentration en MPS, leur viscosité et la 
teneur du MPS en acide hyaluronique sont données dans le tableau I. 


Tasteau I. — Caractéristiques des solutions de MPS : concentration 
en MPS, viscosité et teneur en acide hyaluronique du MPS. 


N¢ des SOLUTIONS 


1 II Il 
0,2 0,5 0,5 


0,016 0,022 | 0,020 


Concentrotion 
en MPS 0,3 
Viscosité 


(unités CGS) 0,057 


Chaque solution correspond & wun liquide di’ascite différent. ND = non  dosé. 


Pourcentage Ac 
Hyalur dans MPS 


La viscosité a été mesurée avec le viscosimétre d’Ostwald, A la tem- 
pérature de la glace fondante. L’hyaluronidase l’a réduite, par dépoly- 
mérisation du MPS. L’acide hyaluronique a été dosé par la méthode 
de Meyer et Palmer (1936). Le spectre ultra-violet a montré un 
maximum d’absorption entre 270 et 280 mu, obéissant A la loi de 
Beer, pour des concentrations de MPS de 0,1 a 0,4 mg/cm’, les lon- 
gueurs d’onde varjant de 240 A 320 my (fig. 1). 

Le virus provenait de sarcomes sous-cutanés de poulets Leghorn 
blancs ou Sussex, agés de 1 & 2 mois. Les sarcomes ont été broyés méca- 
niquement dans du sérum physiologique stérile, tamponné A pHa7,.0 
avec un tampon aux phosphates de Soerensen (M/150), A raison de 1 g 
de tumeur pour 10 cm® de sérum. Le broyat a été centrifugé & 3 000 t/m 
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pendant vingt minutes, puis & 10000 ¢ pendant dix minutes, pour 
éliminer Jes débris cellulaires, et le surnageant (virus brut) a été titré 
par inoculation intradermique de dilutions croissantes 4 4-5 poulets 
de 1 4 2 mois (Epstein, 1956). Le titre de chaque préparation a été 
exprimé en DT50 (dose tumorale 50 p- 100). 

Les cultures de cellules d’embryon de poulet ont été préparées selon 
la méthode de Dulbecco et Vogt (1954). Des embryons de souches 
Leghorn blanches ou Sussex (1) de 7 A 8 jours ont été hachés et 


tes 


fal 


oat 


0A 4 


/ 
0,3 mg 


0,15 mg 


220 240 260 260 300 \(mp) 


Fic. 1. — Spectre d’absorption aux U.V. du MPS IV. Les doses indiquées 
correspondent 4 un yolume de 1,5 cm3, 


incubés une demi-heure 4 37° C, dans une solution de trypsine (Difco) 
4 0,25 p. 100 dans du PBS. Les cellules obtenues ont été lavées deux 
fois dans la solution physiologique d’Earle et mises en culture dans 
des flacons de K@élle (2.10° cellules/15 cm? de milieu : exp. I et II) ou 
dans des flacons de Carrel (10° cellules/3 cm*: exp. HI et IV). 
Le milieu était composé de 5 parties d’Earle, 4 parties de sérum de 
cheval décomplémenté par chauffage et 1 partie d’extrait embryonnaire 
de poulet, plus de la pénicilline et de la streptomycine. On a laissé les 
cellules se fixer et cultiver pendant trois jours avant de les infecter. 

Six expériences d’inhibition de l’infection des cultures ont été effec- 
tuées, avec les quatre préparations de MPS. Dans chacune, toutes les 
cultures provenaient d’un méme embryon. Les doses de virus étaient 
faibles (1 DT50/500-4 000 cellules) afin d’obtenir, si possible, une inhjbi- 
tion compléte de lVinfection. Des recherches antérieures (non publiées) 
avaient montré d’autre part, que le temps de latence jusqu’a |’appa- 


(1) La sensibilité au virus de ces deux souches ne differe pas signi- 
ficativement 
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rition de virus infectieux en quantité décelable dans le milieu augmen- 
tait nettement pour les trés faibles doses initiales. L’inhibition du 
virus par le MPS a été effectuée in vitro dans les conditions suivantes : 


Expérience I (MPS I). — Les cultures ont été infectées parallélement 
avec le virus dilué extemporanément dans la solution de MPS (VP) et 
le yirus dilué dans le méme yolume de PBS (V). 


ExpéRIENCE II (MPS ID). — Les cultures ont été infectées parallélement : 
a) avec le virus dilué dans la solution de MPS, le mélange étant incubé 
une heure A 38°C puis une heure a 4° C, avant l’inoculation (VEDIs 
b) avec le méme mélange, non incubé (VP) ; ¢) avec le virus dilué dans le 
méme volume de PBS et incubé comme le mélange VPI (V). L’incuba- 
tion du virus, dans ces conditions ne modifie pas significativement 
son titre, en sorte qu'il peut aussi servir de témoin a VP. 


Expériences III et IV,,, (MPS III et IV). — Les cultures ont été 
infectées parallélement avec le mélange incubé (VPI) et avec le virus 
témoin (VY). 


Les doses de virus en fonction du nombre de cellules et les doses 
de MPS et d’acide hyaluronique, pour 1 DT50 de virus, sont données 
dans le tableau I. 

Les cultures infectées et les cultures témoins inoculées avec la solu- 
tion de MPS seule et non inoculées ont été maintenues quinze a trente 
jours 4 38°C. Le milieu était changé deux fois par semaine. Les 
liquides de culture ont été prélevés A partir du dixi¢me jour, au 
moment du changement de milieu, centrifugés & 5000 t/m pendant 
dix minutes, pour élimjner les cellules, et inoculées, par yoie sous- 
cutanée, dans la région pectorale et les cuisses de poulets de i 4 2 mois 
de méme souche que les embryons. Chaque poulet a recu 1 dose de 
0,1 cm’, dans les expériences I, II et IV,, 2 doses dans l’expérience IV, 
et 4 doses dans les expériences II et IV,. Les animaux ont été suivis 
pendant deux mois. 


RESULTATS. 


Les résultats des inoculations aux poulets des liquides des 
cultures infectées sont rassemblés dans le tableau II. Ainsi qu’on 
peut le voir, les liquides des cultures, infectées avec le virus 
mélangé extemporanément au MPS (VP) et avee le virus 
témoin (V) paraissent également infectieux. Aucune différence 
notable n’a été observée, non plus, entre les cultures VPI et V 
dans les expériences II et IV,. Par contre, dans les expériences II 
et IV,, les liquides des cultures VPI n’étaient pas infectieux au 
dixiéme jour, alors que ceux des cultures V l’étaient. Les liquides 
des cultures VPI sont ensuite devenus infectieux. mais seulement 
a partir du quinziéme jour ou méme plus tard (exp. IV,). De plus, 
Yincidence des sarcomes produits par ces liquides était nette- 
ment moindre qu’avec les liquides des cultures V. Aucune tumeur, 
enfin, n’a été obtenue avec les liquides des cultures inoculées 
avec le MPS seul ou non inoculées. 
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Tasreau Il. — Infectiosité des liquides des cultures infectées avec 
les mélanges virus-MPS non incubés (VP) et incubés (VPI), et le 
virus témoin (V). 


I I rit Vy IVe2 IV3 
cuttures:| v | vP | v | ve | ver} v [ver] v | ver} v | ver] v_ | vei 
Dose ¥irus | I71.000|71.000]1/500] 1/500 |1/500 |1’3000|1/3000|12500|1/2500|/4000}74000]|1.500]1/1500 

cell. 
Dose MPS = 3 e2 [ 5 5 = 3) 
(car ASO) Oat pee loa heal Cig Ns aa am 
Dose Ac. Hyal. <= a. 
[vo 0780) NO NG GMD) et ba) athe 3 — | 03 
we é 2/3 | 3/3 | 274 | ova 
2 }108 73| 0 3/3 | 3/3 
Soe (8/12)\ (6 12)\ (3/8)| (0/8) | (8/2) 
es 
28) 
So |IS? jour | 272 | 272 | 3 | 3/3 | 274] nt 
ss (8/10)| (0/10) 
es 2/2 2/5 | 272 | 272 
&| 308 jour | 1/2 FA nT | nt | NT 3/3 | 3/3 
= (8/8) nee poe (3/10)\ (878) | (4/8) 


Nombre de eats ayant développé des tumeurs sur nombre d’animaux inoculés. 

Entre parenthéses: nombre total de tumeurs sur nombre total d’inoculations 

dans les séries ayant recu plusieurs doses identiques par animal. ND = non dosé. 
NI = non testé- 


Discussion. 


Ces premiers résultats demandent a élre précisés quantitative- 
ment, mais il nous a paru intéressant de les pubher alors que 
le probleme des rapports du virus de Rous avec les mucopoly- 
saccharides du tissu tumoral se trouve reposé par la mise en 
évidence de MPS dans le matériel gélatineux associé au virus 
purifié par le fluorocarbone (Epstein, 1958). 

Le fait que du virus infectieux n’ait été retrouvé que plus tard 
et en quantité moindre dans les cultures VPI que dans les cul- 
tures V, dans les expériences II et [V,,, semble bien démontrer 
que Ja dose infectieuse a été nettement réduite par incubation du 
virus avec le MPS. 

Le fait que l’inactivation du virus n’ait été observée qu’aprés 
incubation avec le MPS, alors que le mélange extemporané ne 
paraissait pas inactiver le virus, donne a penser qu’il ne s’agit 
pas d’un simple effet de la viscosité du MPS, mais d’une liaison 
du virus avec un constituant de ce dernier comme dans l’inhibition 
de l’hémagglutination observée avee les virus du groupe de la 
grippe. 

L’inactivation du virus de Rous semble étre fonction de Ja quan- 
tité d’acide hyaluronique présente dans le MPS et ajoutée au virus; 
sur les quatre experiences dans lesquelles l’acide hyaluronique 
a été dosé, on n’a observé d’inactivation qu’avec les doses supé- 
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rieures & 1 wg/DT50. Mais on ne peut en conclure que l’inhibiteur 
soit l’acide hyaluronique. En effet, l’inactivation pourrait aussi 
bien étre due a un autre composé, lié ou non a cet acide. Ceci 
est méme suggéré par deux ordres de faits. D’une part, le pic 
d’absorption U. V. du MPS ne correspond pas a lacide hyalu- 
ronique, alors qu’il correspond a celui de la mucoprotéine uri- 
naire, qui inhibe ’hémagglutination par le virus de la grippe 
(Tamm et Horsfall, 1952). D’autre part, les doses inactivantes 
d’acide hyaluronique semblent considérables en comparaison des 
doses inhibitrices de ’hémagglutination trouvées pour l’inhibiteur 
de la grippe (1 unité hémagglutinante, qui représente 10*10° fois 
plus de particules virus que 1 unité infectieuse, est inhibée par 
0,01 wg d’inhibiteur urinaire). I] est aussi possible que le méca- 
nisme de l’inactivation du virus de Rous différe de celui de 
Vinhibition de lhémagglutination. 

De toute maniére de nouvelles recherches sont nécessaires pour 
mesurer ]’inactivation en fonction de la dose de MPS, pour puri- 
fier l’inhibiteur, et pour préciser le mécanisme de I]’inactivation. 


SUMMARY 


« IN VITRO » INACTIVATION OF Rous SARCOMA VIRUS 
BY A MUCOPOLYSACCHARIDE ISOLATED FROM Rous SARCOMA ASCITIS. 


A mucopolysaccharide (MPS) has been prepared from Rous 
sarcoma ascitis, following the method described by Harris et al. 
(1954). Incubation (at 38° C) of Rous sarcoma virus with this 
MPS lowered infectivity of virus preparations for whole chick 
embryo cell cultures, whereas no inactivation was observed when 
the virus-MPS mixtures were not incubated. Inactivation was 
observed only when hyaluronic acid present in MPS exceeded 
1 pg/ED50 (tumor unit in fowl) of virus. Inactivation, however, 
may be due to another compound, similar to that of the muco- 
proteic inhibitor in urine which is responsible for inhibition of 
hemagglutination by influenza virus (Tamm and Horsfall, 1950, 
1952). This is suggested by the presence of a peak of absorption 
of preparations between 270 and 280 muy (in ultra-violet light) 
comparable to that found for the urinary inhibitor. 


BIBLIOGRAPHIE 


Anverson (S. G.), Burner (F. M.), Fazekas pe St. Grom (S.), Mc CREA 
(J. F.) et Srone (J. D.). Austral. J. Biol. 1948, 26, 403. 

BATHER (R.). Brit. J. Cancer, 1954, 8, 1382. 

De Buren (D.), Yu (P.C.), Howe (C.) et Bovarnnix (M.). J. exp. Med., 
1948; 87, L- 


INACTIVATION DU SARCOME DE ROUS 233 


Durpecco (R.) et Vocr (M.). J. exp. Med., 1954, 99, 167. 

Dusecco (R.) et Voer (M.). J. exp. Med., 1954, 99, 183. 

Euris (HE. L.) et Spizizen (J.). J. gen. Physiol., 1941, 24, 487. 

Kpstew (M. A.). Ann. Rep. Brit. Emp. Cancer’ Campgn., 1951, 29, 59. 

Epstein (M. A.). Brit. J. Cancer, 1956, 40, 33. 

Epstein (M. A.). Brit. J. Cancer, 1958, 12, 363. 

FraAnors (1, Jrj2 J. exp. Med., 1947, 85, 1. 

Harris (R. J. C.), Matmcreen (H.) et Sytven (B.). Brit. J. Cancer, 1954, 
8, 141. 

Kanar (E. A.), J. biol. Chem., 1939, 130, 143. 

Lanny (F.) et BEarpn (J. W.). Proc. Soc. exp. Biol., 1948, 68, 312. 

Lannr (F.) et Lanna (Y. T.). J. Bact., 1952, 64, 865. 

Pinte (A.). Brit. J. exp. Path., 1942, 23, 271. 

SvepMyr (A.). Brit. J. exp. Path., 1948, 29, 295. 

Tamm (I.) et Horsratt (F. L. Jr.). Proc. Soc. exp. Biol., 1950, 74, 108. 

Tamm (1.) et Horsrann (F.L. Jr.). J. exp. Med., 1952, 95, 71. 

Warren (G. H.), Witntams (E.), AtpuRN (H. E.) et Seirrer (J.). Arch. 
Biochem., 1949, 20, 300. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 4 juin 1959. 


Présidence de M. Preévor. 


COMMUNICATIONS 


NOUVELLES RECHERCHES 
SUR LE BACTERIOPHAGE 1452 ACTIF 
SUR LES CORYNEBACTERIUM ANAEROBIES 


par A.-R. Préyor et H. THouvenor. 


Unstitut Pasteur, Service des Anaérobies) 


Au cours de son travail sur les septicémies & Corynebacterium 
anaérobies, Mandin en 1956 avait observé dans la culture 1452 de 
C. parvum (isolée par hémoculture d’une endocardite maligne) un 
phénomeéne de lyse transmissible [4]. Avec Mandin et Giuntini en 
1956, nous avons montré [2] : 

1° Que lagent de cette lyse était un bactériophage de morphologie 
classique visible en microscopie électronique ; 

2° Qu’il pouvait s’adapter a d’autres souches de Corynebacterium 
anaérobies que le C. parvum 1452 ; 

3° Qu’on pouvait exalter son activité par passages successifs sur des 
souches sensibles. 

Depuis ce premier travail nous avons continué |’étude de ce phage, 
tout particuliérement afin de pouvoir utiliser son activité sur les 
souches hétérologues en vue de les typer, en un mot cherché 4 établir 
une lysotypie des Corynebacterium anaérobies. Notre collection de ces 
anaérobies comprend actuellement 162 souches vivantes appartenant 
i 8 espéces différentes. I] semble que la sensibilité des diverses souches 
sensibles présente des différences considérables d’une culture a l'autre. 

Nous avons d’abord exploré la sensibilité des 36 souches de C. parvum, 
espéce comprenant la souche 1452. Au sein de cette espéce, nous avons 
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trouvé 20 souches lysables et 16 souches résistantes au phage. Or toutes 
les souches de C. parvum sont catalase-positives. 

Sur les 45 souches de C. anaerobium, 25 ont été lysées et 20 ont 
résisté a la lyse. Or 39 sont catalase-positives, parmi lesquelles se 
trouvent les 25 souches lysées, alors que les 6 catalase-négatives sont 
toutes résistantes. 

Sur les 13 souches de C. liquefaciens, 7 ont été lysées et 6 ont 
résisté. Or 11 sont catalase-positives et comprennent toutes les souches 
lysées, alors que 2 sont catalase-négatives et sont résistantes. 

Sur les 12 souches de C, avidum, 9 ont été lysées et 3 ont résisté ; 
or toutes les souches de cette espéce sont catalase-positives. 

Sur les 21 souches de C. granulosum, 7 ont été lysées et 14 ont 
résisté ; or 20 souches de cette espéce sont catalase-positives et com- 
prennent toutes les souches sensibles ; une seule est catalase-négative 
et est résistante. 

Sur les 6 souches de C. pyogenes, 2 ont été lysées et 4 ont résisté. 
Or toutes sont catalase-positives. 

Sur les 5 souches de C, diphteroides, 1 a été lysée, 4 ont résisté. 
La souche lysée est catalase-positive, les 4 souches résistantes sont 
catalase-négatives. 

L’unique souche de C. lymphophilum est résistante et catalase- 
positive. 

Nous avons étendu cette recherche 4 23 souches de C. acnes, toutes 
catalase-positives, dont 11 ont été lysées et 12 ont résisté. 

Ainsi sur le total de 162 souches, 82 ont été lysées et 80 ont résisté, 
et si on essaye de comprendre le rapport entre la lyse et le caractére 
catalase-positif, on peut dire que toutes les souches lysables ont une 
catalase, bien que les souches 4 catalase ne soient pas toutes lysées, 
mais que les souches sans catalase sont toujours résistantes. 

Nous n’avons pas pu rapprocher la sensibilité ou la résistance au 
phage des autres caractéres culturaux et biochimiques. 

Avant de dénier au phage 1452 les qualités qui permettraient de 
lutiliser pour une lysotypie éventuelle, il conviendrait de chercher si 
les différences de sensibilité signalées plus haut peuvent étre mesurées 
et, dans ce cas, si le phage 1452 ne serait pas doué d’un pouvoir 
dadaptation comparable 4 celui du phage Vi II de Craigie qui a permis 
d’établir une lysotypie trés spécifique pour Salmonella typhi. 

Peut-on au moins utiliser cette recherche de sensibilité au phage 
a la caractérisation des Corynebacterium anaérobies? A un premier 
examen microscopique, un Corynebacterium anaérobie peut étre 
confondu soit avec un Ramibacterium, soit avec un Propionibacterium, 
soit avec un ACctinobacterium ou un Bifidibacterium. 

Nous avons tenté la lyse des souches de ces quatre genres par le 
phage 1452. 

9 souches de Ramibacterium pleuriticum ont résisté (elles sont toutes 
catalase-négatives). 

9 souches de Bifidibacterium ont résisté (toutes catalase-négatives). 

42 souches d’Actinobacterium, dont 14 d’A. israeli, 10 d’A. abscessum, 
6 d’A. cellulitis, 11 d’A. meyeri et 1 d’A. liquefaciens, ont toutes 
résisté 4A la lyse. Or 31 de ces souches sont catalase-négatives et 


11 positives. 
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Ainsi le phage 1452 est actif uniquement sur les espéces anaérobies 
et microaérophiles catalase-positives du genre Corynebacterium, et ceci 
peut servir dans une certaine mesure a leur détermination. Ainsi la 
souche douteuse 1683, déterminée d’abord et provisoirement comme 
A. abscessum, s’étant montrée sensible au phage 1452, a été réétudiée ; 
s’étant montrée productrice d’acide propionique et ayant présenté, 
parmi les constituants de sa paroi, une proportion trés appréciable 
d’acide diaminopimélique (jamais rencontré chez les Actinobacterium), 
nous avons pu la rattacher d’abord au genre Corynebacterium, ensuite 
& Vespéce C. anaerobium. 


ConcLusions. — L’ensemble des faits ci-dessus exposés montre que le 
phage 1452 se comporte a l’égard des Corynebacterium anaérobies 
comme tous les phages jusqu’ici connus le font a l’égard du genre 
sensible. I1 montre une parenté étroite entre les espéces fondées 
sur des différences enzymatiques — comme les recherches sérologiques 
l’ont déjk amplement prouvé pour les espéces anaérobies du genre 
Corynebacterium [3]. 

Il est actif sur environ 50 p. 100 des souches. Si l’on peut faire 
état d’une sensibilité nettement plus grande des souches de l’espéce 
homologue C. parvum (20 sur 36) et de l’espéce trés voisine C. anae- 
robium (25 sur 45), et d’une résistance plus grande chez C. diphteroides 
sérologiquement trés différente (1 sur 5) et chez C. granulosum (7 sur 
21) également différente par ses antigénes, on peut penser que ia 
lyse bactériophagique confirme les parentés et les diversités antigé- 
niques, 

Mais surtout il donne un appoint précieux d’orientation pour le 
diagnostic de genre, toujours délicat, puisque le phage est inactif sur 
les genres voisins avec lesquels ont peut confondre les Corynebacterium 
anaérobies : Ramibacterium, Propionibacterium, Bifidibacterium et 
Actinobacterium. 


SUMMARY 


FURTHER STUDIES ON PHAGE 1452 ACTIVE ON ANAEROBIC CORYNEBACTERIA. 


The experiments show that phage 1452 behaves towards anaerobic 
Corynebacteria like any phage towards its sensitive genus. This com- 
portment reveals a close relationship between the various species of 
Corynebacteria, as already evidenced by serological studies. 

Phage lysis confirms the antigenic relationships and differences of 
the various species. 

But above all, phage 1452 allows the diagnosis of the genus, since 
the phage is inactive towards related genera, which might be mistaken 
for Corynebacterium ; Ramibacterium, Propionibacterium, Bifidibac- 
terium, Actinobacterium, 
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INFLUENCE DU GLUCOSE 
SUR LA FORMATION DU FACTEUR DECHAINANT 
ET DE LA TOXINE 
PAR WELCHIA PERFRINGENS TYPE A 
EN BOUILLON VF (°) 


par G. VINET, A. FORGET et V. FREDETTE. 


(Service des Anaérobies et des Fermentations, 
Institut de Microbiologie et d’Hygiéne de l'Université de Montréal) 


InrrRopuction. — Tous les auteurs admettent que le glucose est prati- 
quement indispensable 4 la formation de la toxine par W. perfringens 
type A; selon le milieu de culture utilisé, la concentration optima 
va de 1 p. 1000 a 2 p. 100 [2]. Néanmoins, il est également acquis 
que le milieu de Taylor-Stewart [3] inhibe la formation de cette toxine, 
bien qu’il renferme 10 p. 1000 de glucose. 

Devant ces faits apparemment contradictoires, il nous a semblé inté- 
ressant d’éludier, dans le bouillon Vf (que nous utilisons couramment 
pour nos recherches et pour la production de toxines d’anaérobies), 
Vinfluence du glucose sur Ja formation de la toxine et surtout du 
«facteur déchainant », une nouvelle substance pro-infectieuse, non 
toxique et antigénique, dont l’un de nous, en collaboration avec 
A. Frappier, a démontré Ja présence dans les cultures jeunes de Welchia 
perfringens [4]. 


EXPERIMENTATION. — A des portions de 100 cm® de bouillon Vf, pH 7,2 
a 7,8, en flacons d’Erlenmeyer (pyrex) de 125 cm?, nous avons ajouté 
du glucose a diverses concentrations : 0,4 p. 100, 1 p. 100, 2 p. 100 
et 5 p. 100. Stérilisés A l’autoclave 4 110° C pendant vingt-cing minutes, 
les milieux ont été ensemencés dés leur refroidissement 4 37° C avec 
la souche SWG 121 de Welchia perfringens type A, conservée en bouillie 
de cervelle dans des tubes scellés sous vide et placés a l’obscurité a fa 
température de la piéce (inoculum de 1 p. 100). Les fioles ensemencées 
étaient ensuite portées aA l’étuve réglée & 37°C pendant des temps 
variant de trois A cing heures. 

A ce moment, la virulence des cultures totales était vérifiée par 
inoculation de 1 cm? dans le muscle du cobaye de 400-500 g. Kn méme 
temps, des portions aliquotes étaient homogénéisées dans I’appareil 
de Waring pendant quinze secondes au maximum ; suivaient une 
centrifugation de cinq minutes 4 12000 tours (Sorvall SS-1), puis une 
filtration sur verre fritté UF de Corning. Aprés épreuve de stérilité, 
les filtrats étaient injectés par voie intraveineuse A la souris de 17-22 g 


(*) Ce travail a été partiellement subventionné par le Bureau des 
Recherches sur la défense nationale du Canada. 
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a la dose énorme de 0,5 cm*; en présence de filtrats toxiques (toxines 
alpha et kappa, hémolysine théta), les souris succombent en moins de 
guarante-huit heures, généralement dans les trois ou quatre premiéres 
heures. 

D'autre part, nous avons déterminé la présence du « facteur déchai- 
nant» par Vinjection, dans le muscle du cobaye, d'un mélange de 
1 cm’ du filtrat non toxique A étudier avec une dose de bacilles lavés 
qui était inopérante quand elle était injectée seule (environ 1 000 000 de 
hacilles sous le volume de 1 cm), Lorsqu’il est actif, laddition de 
filtrat & cette dose sub-létale de bacilles déclenche une gangréne gazeuse 
rapidement mortelle qui est en tous points comparable a celle qui est 
produite par l’injection de 1 cm? de culture totale. Cependant, comme 
la présence de toxine au sein du filtrat actif ne permet pas d’attribuer 
l’activité pro-infectieuse constatée au « facteur déchainant » plutot qu’a 
le toxine, nous ne pouvions jusqu’ici mettre en évidence le « facteur 
déchainant » que sur des filtrats dont les épreuves de toxicité étaient 
parfaitement négatives. Nous n’y parvenions qu irréguliérement et par 
des moyens empiriques de culture. L’effet du glucose sur la toxigénicité 
nous intéressait done de ce point de vue au plus haut degré. 


RésuLrats. — Les résultats obtenus au cours de trois expériences 
préliminaires sont réunis dans Je tableau I. On note qu’en présence 
de 0,4, 1 et 2 p. 100 de glucose, les cultures obtenues renferment régu- 
liérement de la toxine et sont également de virulence constante. Dans 
ces conditions, on serait tenté d’expliquer cette virulence des cultures 


Tanttiu J. — Effet de diverses concentrations de glucose sur la 
virulence et la toxicité des cultures de W. perfringens en 
bouillon VF. 


GLUCOSE TOXIC ITE VIRULENCE 
(souris mortes ) (cobayes ) 
1 2 3 1 2 3 
0.4% Ws 33 ae M 72h. ™M 24h. M 24h. 
bat 9/3: 3/3 3/3 M 48h, M 24h, M 24h, 
2.08 2/23/33 M 72h. M 48h. M 24h. 
5 0k ee OS OS cee M120h. M 24h. 


par la seule présence de toxine, ce qui correspond d’ailleurs aux idées 
classiques sur le sujet. Mais dans un filtrat correspondant 4 5 p. 100 
de glucose (expérience III), dont la culture était toujours virulente, 
nous n avons trouvé aucune action toxique ; cette concentration élevée 
de glucose dans Je bouillon Vf semblait donc arréter la production 
de toxine. L’addition de 1 cm® de ce filtrat A une dose sub-létale de 
bacilles lavés provoqua la mort du cobaye en vingt-deux heures, avec 
tous les symptémes d’une gangréne gazeuse généralisée. Dans ces condi- 
tions, une action pro-infectieuse vraisemblablement due au « facteur 
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déchainant », que nous avons déji mentionné, pouvait expliquer la 
virulence de cette culture. 

Nous avons alors repris cette derniére expérience sur une plus grande 
échelle en ayant recours A des volumes de 850 4 2500 cm? de bouillon Vf 


— 


glucosé A 5 p. 100, en flacons d’Erlenmeyer (pyrex) de 1 ou 3 1. Le 


TABLEAU Il. — Virulence des cultures. toxicité et activité pro-infec- 
tieuse des filtrats de Welchia perfringens en bouillon VF glucosé 
a 5p. 100. 


Activité pro-infectieuse : + quand l’addition de 1 cm# de filtrat 4 une dose 
sub-létale de bacilles ne provoque qu’un cedéme passager; ++ quand jl 
y a phlegmon gazeux; +++ quand il y a gangrene gazeuse mortelle ; 
++++ quand 0,5 cm? de filtrat déclenche une gangréne gazeuse mortelle. 


tableau Il montre qu’aucun des 14 lots de production n'a montré de 
toxicité chez la souris, alors que la plupart ont présenté une action 
pro-infectieuse nette, quelquefois de facon assez notable (++-++ dans 
64 p. 100 des lots). Comme toutes ces cultures sont cependant viru- 
lentes pour le cobaye lorsqu’on les injectait dans leur totalité, on ne 
peut plus faire intervenir la toxine pour en expliquer l’activité. Pour 
éliminer la possibilité que la toxine, a l’état de traces indécelables chez 
la souris, soit en cause, nous avons recherché la lécithinase par les 
épreuves biochimiques classiques : nous ne l’avons rencontrée que dans 
2 Jots sur 11, soit 18,1 p. 100, et encore, ces réactions n’ont été marquées 
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que dans 1 lot seulement. Si cette lécithinase correspond intégralement 
\ la toxine alpha, nous avons ici une preuve additionnelle que la toxine 
ne saurait étre en cause, méme 4a 1’état de traces. 

Dans une derniére série d’expériences, nous avons cherché a obtenir 
le « facteur déchainant » par culture de la méme souche que précé- 
demment dans un mélange 2’ parties égales de bouillon Vf non glucosé 
et de milieu Taylor-Stewart en lots de 850 ou 2500 cm’. Le tableau II 


Tasteau HI. — Virulence des cultures, toxicité et activité pro-infec- 
tieuse des filtrats de Welchia perfringens en bouillon VF additionné 
de milieu Taylor-Stewart. 


TOXIC ITE 


6 
6 
6 
6 
4 
z 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 


montre ici encore l’absence de toxicité chez 13 lots qui étaient systé- 
matiquement virulents pour le cobaye. Par contre, l’action pro- 
infectieuse vraisemblablement due au « facteur déchainant » a été 
trouvée assez réguliérement, quoique en intensité moindre (++++ 
dans 46 p. 100 des lots) que dans les lots obtenus a partir de bouillon Vf 
glucosé A 5 p 100. Quand elle a été pratiquée, la recherche de la léci- 
thinase n’a pas été plus souvent positive que dans les lots antérieurs . 
une fois sur 8, soit 12,5 p. 100. Ici encore, elle ne saurait expliquer 
la virulence de toutes les cultures, surtout de celles ot elle était absente. 


Conctusions. — A l’examen de ces résultats, il devient évident que, 
en régle générale, de faibles concentrations de glucose favorisent, tout 
au moins en bouillon Vf, la formation de toxine par W. perfringens, 
type A. 
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Par contre, des concentrations élevées de ce méme glucide, a savoir 
5 p. 100, sont susceptibles d’inhiber la formation de cette méme toxine 
tout en permettant la persistance de l’action pro-infectieuse vraisem- 
blablement due au « facteur déchainant ». En effet, malgré l’absence 
de toxine, méme a l'état de traces, les cultures totales demeurent viru- 
lentes, et les filtrats qui en dérivent exercent une action pro-infectieuse 
neltte qui ne peut étre attribuée & autre chose qu’é cet antigéne non 
toxique. 

L’addition de 5 p. 100 de glucose au bouillon Vf représente donc 
un moyen simple de favoriser lobtention du « facteur déchainant » 
a Vexclusion de toute toxine ; on a méme l’impression qu’elle provoque 
la formation d’une plus grande quantité de « facteur déchainant », 
puisque nous avons obtenu en bouillon Vf glucosé A 5 p. 100 des acti- 
vités ++-+-+ plus souvent que dans le milieu Taylor-Stewart. Ce der- 
nier milieu doit peut-étre son action inhibitrice 4 des constituants 
autres que le glucose. 


SUMMARY 


The addition of 5 p. 100 glucose to Vf broth favors the production 
of the « bursting factor », while suppressing the formation of toxin. 
Since the resulting cultures are virulent for guinea-pigs, their viru- 
lence can only be explained by the presence of a non-lethal antigen, 
known as « bursting factor ». 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Frenerte (V.) et Frapprer (A.). Rev. canad. Biol., 1946, 5, 436-441. 

[2] Prévor (A.-R.). Biologie des maladies dues aux anaérobies, Flammarion, 
édit., Paris, 1955. 

[3] Taytor (A. W.) et Stewart (J.). J. Path. Bact., 1941, 58, 87-94. 


ETUDE D’UNE SOUCHE D’ERWINIA 
(ERWINIA SALMONIS nv. sp.) 
ISOLEE D’UNE TRUITE COMMUNE (SALMO FARIO lL) 


par J. BRISOU, C. TYSSET et B. VACHER 
(avec la collaboration technique de G. CUYLLE). 


(Beole de Médecine de Poitiers el Section Technique de VArmée, Paris) 


L’objet de cette note est une bactérie isolée par hémoculture du sang 
du cosur d’une truite commune (Salmo fario). Ce Salmonidé provenant 
d’un élevage parisien fut trouvé mort dans l’aquarium. La nécropsie 
montrait une importante cholécystite et une discréte dégénérescence 
hépatique. Les ensemencements permirent lisolement de trois germes, 
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dont un Bacteridium, un Achromobacter stereotropis [4] et une 
Erwinia. Nous avons montré que la souche d’Achromobacter était dénuée 
de tout pouvoir pathogéne. Il n’en ira pas de méme de |’Erwinia, dont 
voici les caractéres : 

MorpHotocize. — Batonnets A extrémités arrondies, trés mobiles, de 
1,5 & 2,5 w de long. Quelques formes courtes coccobacillaires. Images 
de coloration bipolaire particuli¢rement nette 4 la thionine phéniquée 
ou au bleu de toluidine. Bien entendu, Ja bactérie est Gram négative ; 
elle ne présente ni spores, ni capsules. 


CARACTERES CULTURAUX. — Germe aérobie préférentiel. Pousse entre 
+ 4° et 40°C. L’optimum de croissance se situe aux environs de 28° 
avec un pH de 7,2. Les limites de ce pH oscillent entre 4 et ll. En 
milieu minéral avec le nitrate d’NH, comme source d’azote, le germe 
utilise le carbone du butanol, de oxalate d’NH,, de l’acide benzoique, 
de l’acide lactique. Il ne métabolise pas dans ces conditions le méthanol, 
Véthanol, le propanol, le benzéne, les pétroles lampants, |’éthyléne- 
glycol, acide pyruvique, l’acide tartrique. 

Sur les milieux ordinaires, on obtient une croissance rapide: elle 
se manifeste par un trouble en bouillon avec formation d’un voile fra- 
gile. Un enduit vernissé, brillant, translucide sur gélose, sans pigmen- 
tation du milieu ou de l’enduit. Le germe n’est pas agarolytique, mais 
les colonies adhérent au milieu ot l’on assiste a la formation de bulles 
gazeuses. Une faible odeur aromatique maltée se dégage des cultures. 

La croissance est également rapide en eau peptonée avec apparition 
dun voile en surface. 

Sur le milieu nitraté, la culture est rapide et abondante. En gélose 
Veillon, le développement a surtout lieu en zone aérobie, mais le 
substrat ne tarde pas i étre disloqué par des bulles gazeuses. 

La gélose hypersalée 4 7,5 p. 100 est un milieu défavorable. Par 
contre, les milieux au foie, 4 la bile de boeuf, la gélose & la pomme de 
terre-carotte, l'eau de Jevure constituent d’excellents substrats ot. le 
germe pousse activement. 

Sur Ja pomme de terre bicarbonatée, on n’observe pas de chromo- 
genése, 

Notons enfin que le bacille est dépourvu d’hémolysine et qu’il acidifie 
Je petit lait tournesolé. 


CARACTERES BIOCHIMIQUES. — La bactérie est glucidolytique et gazo- 
gene : elle attaque en effet le glucose, le galactose, le mannitol et le 
lévulose avec gaz ; l’arabinose, le rhamnose, le maltose sans gaz. 

Le aylose, le dulcitol, le lactose, le saccharose, la salicine, l’adonite, 
Vinosite, lesculine et le glycérol ne sont pas touchés, 

Vers le huitiéme jour on note une digestion de l’amidon. 

La cellulose n’est pas hydrolysée. 

La culture sur urée ne donne lieu 4 aucune modification du milieu. 
En eau peptonée, le germe élabore de l’indole et de Vammoniaque, 
mais pas d’H,S. 

On ne note aucune activité protéolytique sur la gélatine, le sérum 
coagulé ou le blanc d’ceuf, 
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Le lait ordinaire n’est pas modifié. Le citrate de soude est alcalinisé 
vers le quatriéme jour. 

Les nitrates sont réduits en nitrites en vingt-quatre heures. Le rouge 
neutre est décoloré vers le quinziéme jour. 

Citons enfin la réduction du bleu de méthyléne, la réaction positive 
au rouge de méthyle, l’absence d’acétylméthylcarbinol, une catalase 
positive, l’absence d’oxydases et peroxydases, de tryptophane désami- 
nase, de lysine décarboxylase, de lécithinase. La réaction de l’acide 
phényl-pyruvique apres action du germe sur la phénylalanine est 
négative. La culture est positive en vingt-quatre heures en présence 
de KCN. 


Résistance. Viratire. — La bactérie est tuée en une minute a 80°, 
en cing minutes 4 60°, en dix minutes 4 56°. Elle se conserve 4 + 2° 
au moins six mois. 

Les antiseptiques sont, bien entendu, nuisibles au germe qui meurt 
en quelques minutes en présence d’eau de Javel, d’ammoniums quater- 
naires, de permanganate de K, de sublimé a 1/1 000, de crésyl au 1/100. 

Les sulfamides, sauf la furadoine, sont sans action, la framycétine, 
la néomycine et la streptomycine ont une activité bactériostatique nette. 
Les autres antibiotiques sont inactifs. 


POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL. — Un certain nombre d’animaux 
& sang chaud et a sang froid ont été inoculés par voie péritonéale avec 
des doses de germes yoisines de 10*/ml. 

Mammiféres : cobayes, rats d’élevage, souris blanches. 

Poissons : carassins (Carassius auratus), tanches (Tanca vulgaris), 
gardon (Leuciscus rutilus), truite arc-en-iel (Salmo irideus). Tous ces 
animaux sont morts en vingt-quatre ou quarante-huit heures, les 
cobayes le plus tardivement, d’affection septicémique. L’ensemen- 
cement du sang du cceur des animaux expérimentés redonnait toujours 
a état pur. le germe inoculé. Le pouvoir pathogéne de notre bactérie 
est done ¢tendu, puisqu’il se manifeste 4 Ja fois sur les animaux 4 sang 
chaud et a sang froid avec la méme énergie. 


DiscUsSsION TAXINOMIQUE. — Le germe que nous venons de présenter 
est done un bacille Gram-négatif, mobile, gazogene, tres pathogéne 
pour les animaux, et c'est ce qui en constitue |’intérét. 

Ce germe non chromogéne peut étre exclu du genre Achromobacter 
en raison de son caractére aérogéne. 

Une premiére hypothése plausible est celle d’une Hnterobacteriaceae. 
Glucidolytique, mais sans action sur le lactose, le germe appartiendrait 
alors, dans cette éventualité, aux genres Salmonella, Hafnia, Shigella 
ou @ la tribu des Proteae. 

La culture rapide en présence de KCN, la production d’indole, Vindif- 
férence vis-a-vis du xylose, éliminent le diagnostic de Salmonella. 

La production d’indole, linaction sur le xylose, la réaction du rouge 
de méthyle positive, de Vosges-Proskauer négative, ne permettent pas. 
de retenir Je genre Hafnia. 

La grande mobilité nous éloigne d’emblée des Shigella dont il n’existe 
qu'une espéce gazogéne. 

Enfin toute la tribu des Proteae (Proteus et Providencia) est éliminée 
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par les tests de Vurée, de l’acide phénylpyruvique et tryptophane 
désaminase, qui se sont tous montrés négatifs. 

Ajoutons que les recherches d’antigénes communs avec les Salmo- 
nella, les Escherichia se sont montrées infructueuses. On se trouve 
alors aiguillé vers le genre Erwinia, La position de ce genre est encore 
discutée [2, 3]. Nous en préparons du reste une étude d’ensemble 
basée sur l’examen d’un certain nombre de souches récemment isolées 
dans la nature et en clinique humaine. L’un de nous tient ce genre 
pour un représentant de la famille des Pseudomonadaceae [4]. C’est 
donc dans cet esprit que nous traitons la bactérie de la truite. 

La mobilité, la production de gaz, l’absence de pigment, l’absence 
des caractéres essentiels des Enterobacteriaceae, la culture préférentielle 
a 28°, autorisent le diagnostic d’Erwinia. 

On connait deux espéces lactose négatif, sans action sur les pro- 
téines coagulées, réductrices de nitrates en nitrites, n’élaborant pas 
d’H,S. Ce sont Erw. cacticida et Erw. papayae. Ces bactéries ne sont pas 
signalées comme indologénes, en outre elles fermentent le saccharose, 
la dulcite et la salicine. On ne peut donc retenir pour notre truite ces 
deux espéces trés voisines, essentiellement phytopathogénes. 

Il en résulte que le germe isolé du salmonidé ne rentre pas dans 
la systématique actuelle des Erwinia telle que l’un de nous l’a éta- 
blie [4]. On en fera une espéce nouvelle pour laquelle le nom d’Hrwinia 
salmonis pourrait convenir (Salmo: truite). 


ConcLusion. — Une bactérie Gram-négatif, mobjle, gazogene, non 
chromogéne, a été isolée du sang du coeur d’une truite trouvée morte 
dans un aquarium. Cette bactérie est douée d’un pouvoir pathogéne 
prononcé qui s’étend aux animaux A sang chaud et A des poissons 
d’espéces variées. L’étude des caractéres culturaux et biochimiques 
oriente le diagnostic vers le genre Erwinia et oblige a créer une espéce 
nouvelle ; on propose de l’appeler, en raison de son origine : Erwinia 
salmonis ; on en donne ici une étude détaillée. 


SUMMARY 


StuDY OF AN Erwnia srrain, Erw. salmonis n. sp., 
ISOLATED FROM A TROUT (Salmo fario L.). 


A non-chromogenous, gas-producing, mobile, Gram-negative bacte- 
rium has been isolated from the heart of a trout, which had been 
found dead in an aquarium. This germ possesses a large pathogenicity, 
extending to warm-blooded animals and to various species of fishes. 
The study of its cultural and biochemical properties shows that it 
belongs to the genus Erwinia, but constitutes a new species. The name 
Erwinia salmonis is suggested. 
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ETUDE QUANTITATIVE DE L’UTILISATION DES SUCRES 
PAR PASTEURELLA PESTIS SOUCHE E. V. 
EN SUSPENSION NON PROLIFERANTE. 


1. LE RHAMNOSE 


par A. DODIN et E. R. BRYGOO. 


(Institut Pasteur de Madagascar [Directeur : J. Courpurier]). 


En 1955, nous [4] mettions en évidence la possibilité de faire appa- 
raitre des variants capables d’attaquer rapidement le rhammnose chez 
Pasteurella pestis isolée & Madagascar. Nous confirmions ainsi des 
travaux d’Englesberg [2, 3] dont nous n’avions pas eu connaissance. 

Depuis, le probléme du comportement de P. pestis A légard du 
rhamnose a été disculé par Girard et Chevallier [4], tandis que plu- 
sieurs publications d’Englesberg [5, 6] présentaient l’aspect bio- 
chimique du processus ainsi que son interprétation génétique. 

Dans le cadre de Jl étude des constituants enzymatiques de la 
souche E. V. de G. Girard et J. Robic, nous nous sommes attachés 
au probléme de lutilisation du rhamnose. 


A. CONDITIONS EXPERIMENTALES. — 1° Les souches. — Nous avons utilisé 
la souche vaccinale E. V. actuellement entretenue sur gélose peptonée 
(peptome P. I. V.) cultivée 4 26°. 

Selon Girard et Chevalier [4], Englesberg avait obtenu a partir de 
la souche EF. V. des mutants acidifiant les milieux rhamnosés. En uti- 
lisant le milieu de culture précédemment décrit [1] nous n’avons eu 
aucune difficulté & sélectionner une souche E. V. acidifiant le rhamnose 
en quarante-huit heures. 

Nous avons, pour cette expérimentation, utilisé trois types de cultures, 
toutes trois entretenues d 26° : 


a) Une souche rhamnose-négative entretenue sur gélose peptonée ; 
b) Une souche rhamnose-positive entretenue sur gélose peptonée ; 


c) Une souche rhamnose-positive entretenue sur gélose peptonée, 
rhamnosée 4 1 p. 100. 


2° Les suspensions bactériennes. — Nous avons utilisé les germes, 
cultivés sur milieu gélosé, aprés trois lavages-centrifugations en eau 
physiologique. La numération est effectuée 4 1’électrophotométre de 
Meunier. La suspension finale en tampon phosphaté a pH 7,4 contenait 
10° germes. 


3° L’appareil. — La dégradation des sucres est suivie manométrique- 
ment au Warburg avec les constantes suivantes : 110 agitations/minute ; 
amplitude, 4,5 cm ; température, 37° ; dans la cuve, 2 micromoles du 
sucre réagissant dans 2 ml de tampon phosphaté pH 7,4; dans 
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Vampoule centrale : un rouleau de papier filtre Wratten de 4 cm 
imbibé de KOH 10M; dans la cuve latérale, 10° germes sous un 
volume de 0,5 ml. La respiration endogéne est donnée par la suspension 
de germes en tampon phosphate. 


4° Controle. — Le dosage chimique du sucre résiduel permet de 
controler le pourcentage d’utilisation. 


B. Résutrars. — Les courbes ci-jointes, matérialisent les résultats 
obtenus. Hs peuvent se schématiser de la facon suivante : 

1° Une souche rhamnose-négative, c’est-d-dire n/acidifiant pas les 
milieux bactériologiques de culture contenant du rhammnose, donne 
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COURBE SOUCHE CULTIVEE SUR MISE EN 
MILIEU PRESENCE DE 
Gl Rhamnose — peptoné _ glucose 
G2 Rhamnose + peptoné elucose 
G2 Rhamnose + rhamnosé glucose 
Rt Rhamnose + rhamnosé rhamnose 
R2 Rhamnose + peptone rhamnose 
E Rhamnose — peptoné rhamnose 
E Rhamnose == peptoné sans sucre : 
ou respiration 
rhamnosé endogéne 


dans nos conditions expérimentales, avec le rhamnose, une courbe du 
type E (aucune utilisation décelable) et avec le glucose une courbe du 
type Gl (utilisation intense) plus de 170 microlitres d’oxygéne dégagés. 
Nous arrétons l’expérience apres cent quatre-vingt minutes. Le dosage 
montre que 90 p. 100 du glucose a été utilisé. j 
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2° Une souche rhamnose-positive, c’est-i-dire capable d’acidifier en 
quarante-huit heures les milieux bactériologiques de culture contenant 
du rhamnose (souche entretenue sur milieu sans rhamnose) donne, 
dans nos conditions expérimentales, avec le rhamnose, une courbe de 
type R2 et avec le glucose une courbe de type G2. Il y a donc augmen- 
tation importante de Vutilisation du rhamnose (le dosage montre que 
45 p. 100 du rhamnose a été utilisé) et diminution de l’utilisation du 
glucose (ce que matérialise le dosage, qui montre que seulement 
75 p. 100 de ce sucre a été utilisé). 

3° Une souche rhamnose-posilive, entretenue sur milieu rhamnosé, 
donne avec le rhamnose une courbe du type R1 et avec le glucose une 
courbe du type G2. Il y a dans ce cas une utilisation & peu _ pres 
compléte du rhamnose (92 p. 100 du sucre a été utilisé, ainsi que le 
montre le dosage chimique), mais utilisation du glucose est encore 
incompléte (79 p. 100 d’aprés le résultat du titrage). 

Si lon compare les courbes d’utilisation du glucose G1 et G2, on 
constate que lacquisition de J’enzyme permettant Vutilisation du 
rhamnose entraine une diminution de la faculté d’utiliser le glucose 
dans les conditions expérimentales données. 


5° La comparaison des courbes d'utilisation du rhamnose, R2-R1 
montre qu’il existe une meilleure utilisation du rhamnose lorsque les 
germes sont entretenus sur milieu rhamnosé. 

L’interprétation enzymologique ou génétique de ces faits dépasse les 
limites de cette note. 


RésumE. — Nous avons étudié comparativement utilisation du glu- 
cose et du rhamnose par des souches de Pasteurella pestis E. V. plus 
ou moins adaptées au rhamnose. L’acquisition du pouvoir d utiliser 
le rhamnose entratne une diminution de l’aptitude a utiliser le glu- 
cose dans les conditions de l’expérience. 


SUMMARY 


QUANTITATIVE STUDY OF GLUCGIDES UPTAKE By Pasteurella pestis E. V. sTRAIN, 
IN NON PROLIFERATING SUSPENSIONS. 


I. — RHAMNOSE. 


The uptake of glucose and rhamnose by the more or less rhamnose- 
aday-ted P. pestis E. V. strain, has been comparatively studied. Adap- 
tation to rhamnose induces a decrease of the capacity of utilizing 
clucose. 
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RECHERCHES SUR LA FREQUENCE ET LA SENSIBILITE 
A DIX ANTIBIOTIQUES 
ET A LA FURADOINE DE CITROBACTER (BETHESDA) 


par A. LUTZ, Ch. GRAD et A. SCHAEFFER. 


(Laboratoire départemental de Bactériologie, Strasbourg 
[Directeur : D? A. LUTZ]) 


Le but de ce travail est de rechercher : 

1° La fréquence des Bethesda dans les selles d’enfants et d adultes 
présentant ou non des troubles entériques ; 

2° La sensibilité de ces germes A dix antibiotiques et 4 la furadoine. 

On sait les difficultés rencontrées dans le diagnostic différentiel des 
Salmonella et des B. paracoli réunis par Kauffmann [4] sous la dési- 
enation « groupe Ballerup-Bethesda » rangés actuellement dans ie 
eroupe des Citrobacter. 

Individualisés par Edwards et ses collaborateurs [2] leur diagnostic 
différentiel des Arizona-Salmonella nous a été facilité par la recherche 
systématique de la lysine-décarboxylase d’aprés la méthode de Carl- 
quist [3], confirmant ainsi les données de Thibault et Le Minor [4]. 

Le pouvoir pathogéne de ces germes trés controversé est encore mal 
défini. Rappelons que 28 souches Bethesda, provenant de cas spora- 
diques de diarrhée, ont été décrites par Barnes et collaborateurs [5]. 

Comme d’autres auteurs nous en avons rencontrés associés a des 
gastro-entérites du nourrisson et dans des diarrhées chroniques de 
Vadulte, et leur disparition correspondait 4 la guérison clinique. Le 
nombre de sérotypes de ces germes croit sans cesse et Jeur étude per- 
mettra peut-étre d’en déterminer certains plus pathogénes que d’autres. 
Les travaux de Henig [6] ont montré que, en Israél, 76,1 p. 100 des 
souches isolées de malades sont du type O : 30, tandis que 44 p. 100 
des souches provenant de porteurs sains sont du type O: 4, qui n’a été 
isolé que dans 3,9 p. 100 des cas chez des malades. 

Signalons d’autre part que Jamamoto et ses collaborateurs [7] en 
ont isolé du sang et de l’urine d’un malade présentant un syndrome 
fébrile. Nous en avons trouvé dans des cas d’infections urinaires [8]. 

Par ailleurs ces germes ont été isolés chez les petits animaux ainsi 
que de la flore fécale de la vache saine. Wilssens et Buttiaux [9] ont 
tapporté qu’ils étaient présents respectivement dans les matiéres fécales 
de 40,7 p. 100 de vaches saines en hiver et de 31,8 p. 100 en été. Pour 
ces auteurs, ces bactéries ne semblent pas étre, pourtant, des hédtes 
permanents de l’intestin des vaches. 

Nous avons recherché systématiquement les Bethesda dans les selles 
@enfants et d’adultes atteints ou non de troubles entériques. Sur 
2 364 selles nous avons trouvé ces germes cent fois, dont 91 aprés enri- 
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chissement pour la recherche des Salmonella et 9 p. 100 
directe, milieu de Drigalski. 
Voici leur répartition chez l’enfant et l’adulte (tableau 
Ces cas se décomposent comme suit (tableau ID). 


Tasieau I, 
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Notons que chez l’adulte ot nous avons trouvé de nombreux Bethesda 
il s’agissait le plus souvent de troubles digestifs périodiques a type de 
coliques douloureuses suivies de ballonnement et apres quelques jours 
de diarrhée. Dans certains cas, les malades étaient fiévreux et présen- 
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taient des céphalées et des vomissements. Ces troubles ont cédé a la 
thérapeutique avec disparition des Bethesda dans les selles. 

Nous avons effectué systématiquement les antibiogrammes des 
100 souches isolées par la méthode des disques et celle des dilutions. 
Le tableau If] résume nos résultats de bactériostase. 

Ce tableau nous montre que : 

1° Les antibiotiques peuvent se ranger comme suit d’aprés le nombre 
de souches sensibles : 

a) Polymyxine et colimycine : 100 p. 100 ; 

b) Framycétine, néomycine, tétracycline et chloramphénicol : 75 a 
87 p. 100 ; 

c) Kanamycine : 69 p. 100 ; 

d) Dihydrostreptomycine ; 29 p. 100 ; 

e) 64 p. 100 des souches nécessitent des taux de furadoine relative- 
ment élevés. 

2° Il n'y a pas de résistance croisée systématique entre le chloramphé- 
nicol, les tétracyclines et la dihydrostreptomycine. 

3° Dans le groupe des tétracyclines, les plus bactériostatiques sont 
Ja terramycine et la tétracycline. 

Par ailleurs, cing souches résistent 4 tous les antibiotiques, sauf a la 
polymyxine et 4 la colimycine. Ceci montre le réle possible des Bethesda 
comme flore de substitution aprés traitement par les antibiotiques de 
gastro-entérites & FE. coli spécifiques. En ce qui concerne la bactéricidie 
nous avons ensemencé aprés dix-huit & vingt heures de contact Jes 
tubes ot il n’y avait pas de croissance apparente sur gélose au sang. 
Les lectures ont ¢té effectuées aprés quarante-huit heures de séjour 
a Vétuve a 37°. 

Les résultats sont consignés dans le tableau IV. 

Ces chiffres mettent en évidence les faits suivants : 

1° Les tétracyclines sont essentiellement bactériostatiques ; 

2° Les propriétés bactéricides de la dihydrostreptomycine et du chlor- 
amphénicol sont faibles dans la majorité des cas. 

3° La framycétine, la néomycine, la kanamycine, la polymyxine et 
la colimycine ont un pouvoir bactéricide remarquable A l’encontre de 
ces germes. 


4° Les concentrations bactéricides de la furadoine sont trés voisines 
de ses taux bactériostatiques. 


ConcLusion. — Ce trayait montre : 


1° Que, dans les conditions de notre étude, la fréquence des Citro- 
bacter du type Bethesda trouvés dans les selles est de 4 p. 100 chez 
Venfant et 5 p. 100 chez l’adulte ; 

2° L’intérét de la recherche systématique et d’un diagnostic aussi 
précis que possible de ces germes afin d’en déterminer certains types 
sérologiques particuli¢érement pathogénes ; 

3° La nécessité d’un antibiogramme aussi complet que possible ; 

4° Le pouvoir bactéricide de la framycétine, de la néomycine, de la 
kanamycine, de la polymyxine et de la colimycine sur ces germes ; 

5° La nécessité d’une étroite collaboration de la clinique et du labo- 


ratoire pour essayer d’approfondir son réle possible comme agent étio- 
logique de troubles entériques. 
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SUMMARY 


STUDIES ON THE INCIDENCE oF Citrobacter (Bethesda) 
AND ITS SENSITIVITY TO TEN ANTIBIOTICS AND TO FURADOIN. 


This study shows : 

l. That Citrobacter (Bethesda) has been found in 4 % of the stools 
of children and in 5 % in adults. 

2. The interest of a systematic examination and of an accurate dia- 
gnosis of the genus, in order to determine the most pathogenic sero- 
logic types. 

3. The necessity of an antibiogram as complete as possible, 

4. The bactericidal activity of framycetin, neomycin, kanamycin, 
polymyxin and colimycin on Citrobacter (Bethesda). 

5. The importance of a close cooperation between clinician and labo- 
ratory to study the eventual part of this germ as an agent of enteric 
troubles. 
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UN CAS SPONTANE DE CRYPTOCOCCOSE 
(CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS) CHEZ LA SOURIS 


par E. SACQUET, E. DROUHET et A. VALLEF. 


(Centre de Sélection des Animaua de Laboratoire, 
C.N.R.S., Gif-sur-Yvette, et Institut Pasteur) 


De nombreuses espéces animales sont capables de présenter des cas 
d’infection naturelle par Cryptococcus neoformans, notamment le chat, 
le chien, le singe [4, 2, 3, 4]. L’existence de cas spontanés chez les 
animaux de laboratoire présente un intérét particulier étant donné 
le rdéle joué par ces animaux dans la recherche biologique. G. Dezest [5] 
a signalé l’existence de la maladie chez un cobaye qui avait été inoculé 
avec un prélévement humain. Nous rapportons ici l’observation d’un 
cas spontané chez une souris de la lignée Af/A appartenant a ]’élevage 
du Centre de Sélection. Cet animal fut sacrifié en vertu de la régle 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Coupe de rein de la souris atteinte de cryptococcose. Les crypto- 
coccoques, entourés d’une capsule non colorée, sont au centre de la pré- 
paration, dans un glomérule rénal. Coloration hémalun. x 260. 


Fic. 2. — Méme coupe, colorée par la technique acide periodique-Schiff. 

Les levures sont intensément colorées et dans les tubes uriniféres on 

remarque d’importantes quantités de matériel polysaccharidique capsu- 
laire coloré par le réactif de Schiff. x 260. 


Fic. 3. — Méme coupe au grossissement. x 680. 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire E. SACQUET, 
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selon laquelle tous les sujets de notre élevage qui présentent des signes 
de maladie sont sacrifiés et font Vobjet d’un examen nécroscopique. 

A Vautopsie, on note un abcés d’environ 1 mm de diamétre sur le 
bord externe de la rate et des lésions extrémement accusées des reins 
qui présentent des plages de nécrose confluentes, bouleversant leur 
aspect extérieur. 

Les cultures faites 4 partir de la rate permettent d’isoler en culture 
pure une levure identifiée a Cryptococcus neoformans. 

Du rein sont isolés Cryptococcus neoformans et une paryo-bactérie, 
non encore identifiée, mais dont le réle semble avoir été fort modeste : 
en effet, inoculation intraveineuse d’une petite dose de la culture de 
Cryptococcus neoformans a permis de reproduire des lésions du rein 
identiques a celles observées dans le cas naturel, des lésions de la rate, 
qui est volumineuse et présente des bords irréguliers, enfin des lésions 
pulmonaires non observées dans le cas naturel. Les souris inoculées 
sont mortes environ vingt jours aprés linoculation. 

Aucun examen des centres nerveux n’a été fait sur la souris naturelle- 
ment infectée, la cryptococcose n’ayant pas été soupconnée avant que 
tes cultures n’en révélent l|’existence. 

La souche de C. neoformans isolée se développe rapidement sous forme 
de levures légérement capsulées sur le milieu de Sabouraud-glucose, 
a 87° ; les capsules sont plus larges sur le milieu Sabouraud-maltose. 
L’étude de l’auxanogramme du carbone montre l’assimilation du glu- 
cose, du maltose, du saccharose, du galactose et l’absence d'utilisation 
du lactose ; le nitrate de potassium n’est pas assimilé. 

IL est vraisemblable que la cryptococcose est une infection rare chez 
la souris de laboratoire ; Cryplococcus neoformans est un héte du sol, 
mais les animaux de laboratoire vivant en salle n’ont aucun contact 
direct avec le sol. L’alimentation, la litiére constituée de copeaux de 
bois, et peut-ctre les mains des soigneurs souillées par la terre sont, 
selon toute vraisemblance, les agents indirects de la contamination. 


SUMMARY 


A CASE OF SPONTANEOUS CRYPTOCOCCOSIS (Cryptococcus neoformans) IN MICE, 


Description of the first case of spontaneous cryptococcosis in albino 
mice ; multiple renai and splenic abscesses were observed, with presence 
of Cryplococcus neoformans in the glomeruli and_ polysaccharidic 
capsular material stained by PAS in the renal tubules. 
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SUR LA CULTURE DE LA PHASE LEVURE 
DE LA SOUCHE SINGE D’HISTOPLASMA CAPSULATUM 


par F. MARIAT. 


Unstitut Pasteur, Service de Mycologie) 


Courtois, Segretain, Mariat et Levaditi ont décrit en 1955 une mycose 
eutanée du Cynocéphale qui s’est révélée é¢tre une histoplasmose a 
crandes formes [4]. Il nous a été possible d’observer six nouveaux cas 
spontanés et d’isoler, non sans difficultés, le champignon responsable 
que nous considérons, jusqu’a ce jour, comme une variété de l’espéce 
capsulatum caractérisée par une morphologie et un pouvoir patho- 
eene propres 2 cette souche [2, 3]. 

On sait quil existe deux grands groupes d’Hisloplasma capsulatum ; 
Pun est isolé d’histoplasmoses ot les formes levures intracellulaires du 
champignon ont un diamétre de Vordre de 2 4 3 u, Vautre, d’histo- 
plamoses africaines, ot les éléments fongiques, également intracellu- 
laires atteignent des dimensions plus élevées (le plus souvent 8 a 15 y). 
En culture a 30°, Vaspect de la phase saprophytique de l'une 
et V’autre forme est identique. C’est d’ailleurs la raison pour laquelle 
nous suggérions que la seule espéce H. capsulatum réunisse les deux 
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Divers aspects microscopiques de cultures de la souche « singe » d Histo- 
plasma sur milieu de Kurung et sur milieu au sang a 37°. 


Fic. 1 .— Culture sur milieu au sang a partir d’un inoculum constitué de 
filaments et spores. 


Fie. 2. — Culture obtenue sur milieu de Kurung par repiquage dune forme 
levure obtenue sur Kurung a 37° (Cf. fig. 5). Les filaments vésiculés sont 
tres courts et les vésicules & contours trés irréguliers. 


Fic. 3. — Culture obtenue sur milieu au sang par repiquage d’une forme 
levure obtenue sur Kurung a 37° (Cf. fig. 5). Le filament est trés irrégulier. 
De nombreuses vésicules sont formées sur le trajet du mycélium. Quelques 
vésicules sont libres. Le diamétre des vésicules varie de 8 A 20 » environ. 


Fic, 4. — Culture obtenue sur Kurung a partir d’un inoculum constitué de 
filaments et spores: filaments portant des vésicules de petit diamétre 
(13 4 maximum). 

Fic. 5. — Culture sous forme levure obtenue sur milieu de Kurung a 37° 4 


partir d'un ganglion mésentérique de hamster expérimentalement jinoculé. 
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formes [2]. Les champignons de chacun de ces groupes peuvent 
s’obtenir in vitro sous leur forme levure, lorsqu’on les cultive dans des 
conditions favorables. On obtient alors des éléments fongiques qui, dans 
leur majorité, ont la taille des cellules parasitaires initiales : 2 a 3 j 
pour les Histoplasmes 4 petites formes ; 6 & 15 w pour les Histoplasmes 
& grandes formes. Dans les deux cas cependant, on observe la petite 
forme, au moins au début de la culture, puis ensuite, un mélange des 
deux formes ot: varie la proportion de grandes et petites levures [4]. 

La forme levure peut étre obtenue en culture, soit par transformation 
de la forme mycélienne en forme levure lorsque l’inoculum est cons- 
titué de filaments, soit par simple développement d’éléments leyures 
préexistants dans inoculum comme c’est le cas lorsque ce dernier est 
un produit pathologique. 

Pour compléter l'étude de la souche d’Histoplasma isolée du Cyno- 
céphale, nous avons essayé d’obtenir in vilro sa forme levure. Pour cela, 
4 plusieurs reprises, de nombreux tubes bouchés avec des capuchons 
A vis et contenant soit du milieu de Kurung [5], soit du milieu sang- 
cerveau-cysiéine, ont été ensemencés avec deux inoculums différents 
d’une part avec des produits pathologiques provenant de singes spon- 
tanément atteints ou d’animaux expérimentalement inoculés (essai de 
culture de la phase levure) ; d’autre part, avec des fragments de cul- 
ture mycélienne (essai de transformation mycélium —> levure). Les 
tubes étaient incubés a 37°. 

Dans nos expériences, la croissance du champignon & 37°, sur milieu 
de Kurung comme sur milieu au sang était soit nulle, soit extrémement 
réduite et lente. Elle était particuliérement lente lorsque le milieu était 
ensemencé avec des produits pathologiques. Deux & quatre mois sont 
eu général nécessaires pour que l'on commence a noter un début de 
développement. 

A deux reprises seulement, il nous a été possible d’obtenir des formes 
levures bien caractérisées. La premicre fois, inoculum initial élait un 
fragment de culture mycélienne. Ce n’est qu’au troisi¢me repiquage 
sur milieu de Kurung que nous avons observé quelques levures bour- 
geonnantes de grande taille (diamétre moyen de 8 y») ; les temps de 
culture entre les repiquages furent de deux et cing mois. Les, éléments 
levures étaient peu nombreux dans la colonie oti coexistait un mycélium 
irrégulier et vésiculé. De nouveaux repiquages de cette colonie sur 
milieu au sang ou sur milieu de Kurung ne nous ont pas permis 
d’accroitre le nombre des formes levures, mais au contraire de retourner 
a une colonie simplement filamenteuse. Nous avons donc, dans ce cas, 
cbtenu une transformation de la phase mycélienne initiale en phase 
levure, mais il ne nous a pas été possible par la suite, de maintenir 
cette phase levure en culture. 

La seconde fois, nous avons obtenu des formes levures en primo- 
culture 4 partir d’un inoculum constitué par un ganglion mésen- 
térique riche en éléments parasitaires et qui provenait d’un hamster 
expérimentalement inoculé avec la souche « singe ». Le début du 
développement de la colonie a été noté deux mois apres 1]’ensemen- 
vement des milieux et, dés cette date, les examens microscopiques 
permettaient de voir des formes levures dont le nombre s’est accru par 
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Ja suite. La morphologie était celle des grandes formes : levures ova- 
laires, quelque fois arrondies, A paroi épaisse, & double contour et 
contenant des inclusions lipidiques ; la taille était en moyenne de 
0,55 x 3,81 u (pl., fig. 5). 

Le repiquage de cette primo-culture sur milieu de Kurung ou sur 
milieu au sang n’a pas permis d’accroitre grandement le nombre des 
éléments Jevures. Au cours de trois repiquages, cette forme levure 
a pu étre conservée mais, par la sujte, elle a fait place X un mycé- 
lium trés irrégulier et trés vésiculé (pl., fig. 3). Ca et li cependant, 
on trouve encore quelqves éléments levures .aprés cing repiquages, 
plus de deux ans aprés l’ensemencement initial. Dans ce cas, c’est 
seulement une simple culture de la phase levure préexistante qui a 
été réatisée, sans qu'il soit d’ailleurs possible de la conserver au cours 
de repiquages ultérieurs. 

Hormis ces deux cas, qui montrent que la transformation mycé- 
lium —> levure et la simple culture de la phase levure de la souche 
« singe » d‘Histoplasma sont possibles bien que trés difficiles, il ne 
neus a pas été possible d’observer in vilro de formes levures indubi- 
tables. Le plus souvent, lorsque le champignon est cultivé A 37° sur 
lun ou lVautre de ces milieux et en tubes bouchés par un capuchon & 
vis, il prend un aspect particulier : macroscopiquement, le développe- 
ment est souvent inapparent el ne se manifeste que par une adhérence 
au substrat ; microscopiquement, on observe une morphologie qui tra- 
duit une forme de souffrance du champignon. Le filament est irrégulier, 
tourmenté, les parois sont souvent minces, les cloisons sont fréquentes ; 
Je diamétre du mycélium est trés variable. Les vésicules sont nom- 
breuses, sphériques ou ovoides, elles sont le plus souvent limitées par 
des contours trés irréguliers, leurs parois sont minces ou peuvent 
quelquefois atteindre 0,5 mu. Des transferts répétés ne permettent pas 
d’obtenir la transformation de cette forme mycélienne en forme levure. 
Divers dessins de la planche permeltent bien de rendre compte de 
Vaspect que nous voulons décrire. Cependant, dans cette irrégularit# 
méme, il semble que l’on discerne une tendance vers la forme levure 
telle qu’on lobserve dans les tissus parasités. Les vésicules nous 
semblent étre intermédiaires entre la forme mycélienne et la forme 
levure. Certaines d’entre elles, mé@me, bien qu’encore attachées au 
filament, ont la forme et la membrane de |’élément levure et quelquefois 
contiennent des inclusions graisseuses qui sont si fréquentes dans les 
formes parasitaires. Rarement, on observe une cellule bourgeonnante 
ou non, libre de toute attache. 

En conclusion. il semble donc que la souche d’/fistoplasma isolée 
du singe africain ne puisse, 4 coup str, dans Jes conditions de culture 
que nous lui avons offertes, opérer sa transformation de la forme fila- 
menteuse A la forme levure ou méme se maintenir en culture sous cette 
dernitre forme. Divers essais de transformation en milieux liquides 
sont restés sans succes. 

Cette extréme difficulté 4 obtenir in vitro la forme parasitaire peat 
opposer une fois encore cette souche & celles des Histoplasma classiques 
4 petites ou a grandes formes, pour lesquelles, dans des conditions expé- 
rimentales identiques, la transformation est relativement plus aisée. 


258 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 
Enfin, ceci montre également que les conditions offertes pour tenter 
Wobtenir la transformation ou la simple culture de la forme levure 
de la souche « singe » sont incorrectes ou tout au moins insuffisantes. 


Résumé. — Dans deux cas seulement sur un grand nombre d’essais, 
il a 6té possible d’obtenir in vitro de fagon irréfutable la forme levure 
de la souche d’histoplasme isolée d’une histoplasmose 4 grandes formes 
du singe africain. Dans les conditions ou l’obtention de la forme levure 
des souches normales (classique ou duboisii) d’H. capsulatum. est pos- 
sible et constante, on n’obtient donc le plus souvent que des formes 
mycéliennes de souffrance qui semblent cependant tendre vers la forme 
levure. Cette inaptitude 4 former 4 coup str des cellules levures, est 
une nouyelle particularité de cette souche d’Histoplasma. 


SUMMARY 


ATTEMPTS AT CULTIVATION OF THE YEAST PHASE OF THE « MONKEY » STRAIN 
or Histoplasma capsulatum. 


In two cases only out of a great number of experiments it has been 
possible to cultivate in vitro the yeast phase of the strain isolated from 
a large-form histoplasmosis of the African monkey. 

In the experimental conditions allowing the appearance of the yeast 
form of normal (classical or duboisii) strains, it is only possible to 
obtain filamentous, degenerating forms, which however seem to trend 
towards the yeast form. 

This incapacity to regulary yield yeast cells is a new peculiar pro- 
perty of this Histoplasma strain. 
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INFLUENCE DE LA DILUTION EMPLOYEE 
SUR LES RESULTATS DE LA NUMERATION 
DES BACTERIES DU SOL PAR LA TECHNIQUE 
SUR PLAQUES 


par RAJKA STRUNJAK. 


(Unstitul de Microbiologie, Faculté d’Agriculture et de Sylviculture, 
Zagreb, Yougoslavie) 


Le nombre total des microorganismes du sol est un des indicateurs 
de son activité biologique et par conséquent de sa fertilité [6, 12 20]. 
Pour cette raison, la détermination du nombre des germes telluriques, 
et surtout des bactéries, est souvent l’objet des recherches pédomicro- 
biologiques [4, 3, 7, 8, 9, 40, 14, 17]. 

Certains auteurs se sont servis de la méthode directe (microscopique), 
tandis que les autres ont utilisé la méthode indirecte (par culture). Ces 
deux méthodes ont d’ajlleurs des modalités techniques diverses [49]. 
Cependant, le nombre de bactéries obtenu par la méthode directe est 
toujours beaucoup plus élevé que celui qu’on obtient par la méthode 
indirecte [42, 13, 18, 20]. Cela est prouvé aussi par les résultats des 
auteurs qui ont déterminé simultanément le nombre de bactéries dans 
le méme échantillon de terre selon ces deux méthodes [2, 4, 9, 14, 16]. 
Ces grandes différences numériques, obtenues par ces deux méthodes, 
sont conditionnées par l’absence d’un milieu de culture oti tous les 
germes telluriques puissent se développer, et ceci explique lobtention 
d’un nombre plus petit de bactéries si lon applique la méthode indi- 
recte. D’un autre cété la coloration des cellules bactériennes mortes et 
vivantes, et quelquefois la différenciation difficile entre les germes et 
des fragments bactériformes de mycélium d’Actinomycétes, expliquent 
les chiffres bien supérieurs de bactéries trouvées par la méthode directe. 

Cependant on constate aussi de grandes différences numériques en 
n’appliquant que la méthode indirecte seule ; ces différences sont condi- 
tionnées par la composition du milieu de culture, sa réaction, puis par 
le mode opératoire utilisé dans la préparation des dilutions de terre, 
par la température et le temps de l’incubation [48]. 

Enfin Lavergne [5] a remarqué qu’en se servant d’une technique 
rigoureuvsement identique on obtient des résultats fort différents si l’on 
fait le calcul a partir des dilutions successives d’ensemencement. 


TecuniqguE. — Pour déterminer le nombre de bactéries dans 70 échan- 
tillons de terre environ nous nous sommes servis de Ja technque sur 
plaques [42] un peu modifiée. Pour la préparation des dilutions nous 
n’avons pas changé de pipettes et nous avons ajouté aux tubes quelques 
billes de verre stériles pour obtenir pendant l’agitation une suspension 
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de terre la plus homogéne possible. Nous avons effectué l’ensemence- 
ment des plaques sans changer de pipette; 1 ml de dilution est 
déposé sur le fond d’une boite de Petri stérile ; on fait ensuite couler 
la gélose-extrait de terre, fondue et refroidie 4 46°. En inclinant la 
boite de Petri 4 gauche et a droite nous avons taché de mélanger le 
mieux possible Je milieu de culture avec la dilution. De chaque échan- 
tillon nous ensemencons 15 boites de Petri, c’est-a-dire : 5 boites avec 
la dilution 10—®, 5 boites avec Ja dilution 10—’ et 5 boites avec la 
dilution 10—%. Les plaques sont placées a l’étuve 4 28° C pendant sept 
jours. La lecture ne portait que sur les colonies bactériennes. 

Pour ta préparation de l’extrait nous avons toujours employé la terre 
sur laquelle les échantillons étaient pris pour assurer aux bactéries un 
milieu de culture contenant le plus possible les mémes constituants 
que possédait le sol en question. Le nombre total de bactéries est rap- 
porté A lg de terre séche. Aussi le taux de l’humidité a-t-il été déter- 
miné par le séchage & 105° C jusqu’a poids constant. Le tableau ci- 
joint contient les résultats du comptage de bactéries de 12 échantillons 
de terre. 


: Moyenne arithmétique des] Nombre des bactéries en millions /g. déterminé 
tillonsfcolonies sur 5 plaques sur la base de la dilution 
ensemencées par la dilu- 
tion 


a ‘ 


078 
6.820 


Tous les chiffres se rapportent & 1 g de terre séche. 


Discusston. — En considérant les résultats obtenus on remarque que, 
pour un ensemencement avec une dilution dix fois plus élevée le nom- 
bre des colonies bactériennes développées sur les plaques n’est pas dix 
fois plus faible et que, par conséquent, le nombre des colonies n’est 
pas proportionnellement diminué. Bien plus, quelquefois les dilutions 
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plus Glevées donnent plus de colonies que les dilutions plus basses 
‘échantillons D6, D33, Bl, B25, B28, par exemple). On explique ces 
phénoménes d’une part par la libération de petits agrégats de germes 
donnant plusieurs colonies aux dilutions élevées et une seules aux 
dilutions moins grandes [6], d’autre part par l’entratnement des germes 
dune dilution 4 Vautre lorsqu’on ne change pas la pipette. On obtient 
alors des valeurs fort différentes pour le nombre total de bactéries 
dans le méme échantillon de terre, si lon prend comme base de calcul 
‘cs nombres des colonies développées sur les plaques qui ont été ense- 
mencées par les dilutions 10—*, 10-7 ou 10-8. Cela se manifeste, par 
exemple, sur l’échantillon D1 avec des différences de 17, 102 et 682 
millions, sur |’échantillon D383, de 32, 172 et 3020 millions de bactéries 
par gramme de terre. Le choix de la dilution qui servira de base au 
calcul ultérieur est arbitraire, car les erreurs probables de moyennes 
de tous Jes résultats sont placées dans les limites permises [45]. 

Les résultats du comptage des hactéries du sol, quelle que soit la 
méthode employée, ne représentent donc pas des valeurs absolues [6, 
12, 20]; ils n’ont qu’un caractére relatif qui ne permet que des 

‘s comparaisons [42]. Pour cette raison, c’est la valeur comparative 
résultats qui est la plus appréciée [5], car elle permet de déceler 
des différences quantitatives en bactéries dans les différents sols et de 
classer ces sols selon leur richesse bactérienne [20]. Cependant il faut 
souligner que la comparaison des valeurs numériques du comptage 
n’est possible que si ces valeurs ont été obtenues par une technique 
toujours identique. La fagcon méme de les interpréter a une influence 
considérable sur le nombre définitif. En tout cas nos résultats montrent 
que le calcul, fait 4 partir d’une dilution plus élevée donne toujours 
des chiffres bien supérieurs pour Je méme échantillon de terre. Les 
erreurs probables des moyennes du nombre de colonies obtenues en 
ensemencant les plaques avec les dilutions différentes sont placées dans 
les limites permises et, par conséquent, les résultats de chaque dilution 
isolément pourraient servir comme hbase du calcul ultérieur. Mais, en 
méme temps, chacun de ces résultats donne des renseignements fort 
différents en ce qui concerne le nombre de bactéries. Il faut alors tenir 
compte de ce fait quand on considére Jes données dans la littérature 
concernant le nombre de bactéries dans le sol et quand ces données 
servent de base pour les conclusions relatives a Vactivité biologique 
du sol. 


Conctustons. — Les résultats du comptage de bactéries du sol ne 
peuvent étre considérés comme valables que complétés par des données 
précises sur la technique utilisée et sur les dilutions qui ont servi 
comme base de calcul. 


Résumé. — Le probléme de Vinfluence des dilutions employées pour 
Vensemencement des plaques sur les résultats de la numération des 
bactéries du sol a été étudié sur 70 échantillons de terre. Il est prouvé 
que l’on obtient toujours des chiffres bien supérieurs de bactéries, dans 
le méme échantillon de terre, si l’on fait le calcul & partir du nombre 
de colonies obtenues avec une dilution élevée qu’avec une dilution 


basse. 
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SUMMARY 


Influence of the dilutions used for seeding on the results of enume- 
ration of soil bacteria by means of the plaque technique. 

The experiments have been carried out on 70 soil samples. The 
number of bacteria found in one soil sample is always much greater 
if the seeding has benn realized with a high dilution. 


4 


BIBLIOGRAPHIE 


Bargac (H. de). Siziéme Congrés de la Science du Sol, Paris 1956, III, 
AT, 281-286. 


| Becax. (Cilé d’aprés Pochon et Tehan [414].) 


Betuwan. (Cite daprés Gracanin ; Pedologija, Il, dio, Sistematika tala 
Zagreb, 1951.) 
Conv. (Cité d’arés Pochon et Tchan [44].) 


] Lavercne. Ann. Inst. Pasteur, 1955, 89, 503-510. 
] Lavercne et Auger. Ann. Inst. Pasteur, 1955, 89, 447-457. 


Lous. Siziéme Congrés de la Science du Sol, Paris, 1956, IIT, 45, 87-93. 

Luprer. Sumarski list. br., 1955, 9-11, 333-339. 

Micev et Micxovsni. Annuaire Fae. Agronomie Sylviculture de Skopje, 
1949-1950, 3. 

Minosevic. Siziéme Congrés de la Science du Sol, Paris, 1956, UI, 19, 
115-120. 

Pocnon et Tcuax. Précis de Microbiologie du sol, Paris, 1948. 

Pocuon. Manuel technique danalyse microbiologique du sol, Paris, 1954 

Ripret Grundriss der Mikrobiologie, Berlin-Géttingen 6 Heidelberg, 1952. 

Srarc. Mikrob. stud. nekih podzol. Hrvatske, Poljoprivr. aznanstvena 
smotra, Zagreb, 1941. 

Tavcar. Biometrika poljoprivr., Zagreb, 1946. 

THornton et Gray. (Cité d’arés Pochon et Tchan [44].) 


Waxsman. Soil Science, 1922, 14, 283-298. 
Waxsmay. Soil Microbiology, New York et Londres, 1952. 
Winocripsky. Microbiologie du sol, Paris, 1949. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 263 


MICROFLORE DES SEDIMENTS MARINS 
ET EVOLUTION DE LA MATIERE ORGANIQUE 


par HOANG NGOC CAN (*), J. POCHON, A. ROCHE et H. de BARJAC. 


(Service de Microbiologie du Sol, Institut Pasteur) 


Dans le cadre d'une élude de sédimentologie en Méditerranée pour- 
suivie par lun de nous, il a semblé intéressant d’apprécier sommai- 
rement les facteurs microbiologiques éventuellement en cause dans 
l’évolution des sédiments ; de considérer, d’aprés les analyses physiques, 
chimiques et microbiologiques effectuées, les analogies frappantes entre 
les sols marins et les sols terrestres quant aux relations existant entre 
Vactivité de la microflore et l’état de la matiére organique. 

Les prélévements ont été faits & bord de la Calypso, dans la région 
du Cap Ferrat-Monaco, sur une méme. radiale, en deux points d’un 
cafion ; ’un par 500 m de fond (48° 42’ 2 N, 7° 20’ 8 E), sable sous 
herbier ; l'autre par 500 m de fond (48° 40’ 4 N, 7° 23’ 6 E), vase molle. 
Un carottier & piston Kullenberg a permis d’opérer dans des conditions 
satisfaisantes au point de vue bactériologique et d’obtenir, pour le 
premier prélévement, une carotte de 1,75 m, pour le deuxieme, 0,95 m. 
Les carottes ont été ensuite sectionnées et les analyses granulométri- 
ques, chimiques et bactériologiques effectuées a différents niveaux 
(des deux premiers groupes d’analyses il ne sera rappporlé ici que ce 
qui intéresse le sujet de cette note). 


TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES. — Nous avons utilisé les techniques 
microbiologiques usuelles pour apprécier, dans Je sol, la microflore 
tolale ainsi que l’activité des groupements fonctionne!s des cycles de 
lazote et du carbone. Cependant le milieu salin de hase était ici une 
eau de mer artificielle, de salinité 34 p. 1000, selon la formule de 
Lyman et Fleming modifiée : ClINa 24,4 g ; Cl,Mg 4,9 ¢ ; SO,Na, 3,9 g ; 
CLCa 1,1 g; CIK 0,6 g ; CO,HNa 0,1 g; BrK 0,09 g; BO,H, 0,02 g; 


H,O q.s. p. 1000 ml. 


CARACTHRES PHYSIQUES ET CHIMIQUES. — A, — Par 50 m de fond. Sédi- 
ment sableux dont Ja fraction grossiére (> 50 «) représente en moyenne 
70 p. 100, la fraction fine (< 50 yw) 30 p. 100. Carbone organique 
1,5 p. 100 (de 0,9 & 1,8). Azote total : 0,07 p. 100 (de 0,07 4 0,1). Rapport 
C/N moyen ; 20. Matiéres humiques : 34 p. 1000 en moyenne. Il ne 
semble pas y avoir de gradient net selon Ja profondeur (étant donné la 
vitesse approximative de sédimentation dans cette zone, 1,2 mm par an, 
l'Age de Vhorizon le plus profond serait de Vordre de 150 ans). 

B. — Par 500 m de fond. Sédiment vaseux dont la fraction grossiére 
représente environ 1 p. 1 000 ; la fraction fine 99 p. 100. Carbone orga- 
nique : 0,05 p. 100 (de 0,04 & 0,06). Azote total : 0,05 p. 100 (de 0,04 


(*) Recherches effectuées & la Station Océanographique de Villefranche- 
sur-Mer (Alpes-Maritimes) sous la direction de M. le Professeur J. Bourcart. 
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a 0,06). Rapport C/N moyen : 10. Matiéres humiques : 0,48 p. 1 000 
(vitesse de sédimentation pour cette zone : 1,2 mm par an, lage de 
Vhorizon je plus profond serait de l’ordre de 80 ans). 


CARACTERES MICROBIOLOGIQUES. — A. — Par 50 m de fond (sédiment 
sableux). La microflore totale est 4 prédominance fongique, sauf |’hori- 
zon superficiel surtout riche en bactéries, Les fixateurs d’azote aérobie 
(Azotobacter) et anaérobies (Clostridium) sont absents a tous les niveaux, 
de méme que les nitrificateurs, cellulolytiques aérobies et amylolyti- 
ques. Seul l’horizon superficie! contient des ammonifiants, des déni- 
trifiants et des cellulolytiques anaérobies, d’activité d’ailleurs tres 
faible. 

B. — Par 500 m de fond (sédiment vaseux). La microflore totale est 
ici de nature bactérienne. Les Azotobacter sont absents, mais les 
Clostridium fixateurs sont en petit nombre et a tous les niveaux ; nitri- 
ficateurs, amylolyltiques et cellulolytiques aérobies manquent partout, 
mais ammonifiants, dénitrifiants et cellulolytiques anaérobies se 
trouvent 4 tous les niveaux et beaucoup plus actifs que dans le préle- 
vement sableux. A noter également la présence de Sporivibrio réduc- 
teurs de sulfate. 


Discussion. — La comparaison des résultats physiques et chimiques 
d’une part, microbiologiques d’aulre part, permet de mettre en éyi- 
dence des corrélations de grand intérét. 

En premier lieu, & une structure et 4 une composition chimique 
différentes correspondent des activités biologiques ¢Ggalement diffé- 
rentes. Le sédiment sableux, oti domine la fraction grossiére, est beau- 
coup moins actif que le fond vaseux da 99 p. 100 de fraction fine ; corré- 
fation analogue A celle généralement trouvée dans les sols terrestres. 
Cette différence est d’autant plus intéressante que c’est le prélevement 
le plus profond (500 m) qui est le plus actif, alors qu’un gradient 
décroissant avec la profondeur est de régle. 

En second lieu, it existe une relation frappante entre les rapports 
C/N et la microflore. 4 un rapport élevé (20 pour le sédiment sableux) 
correspond une microflore peu active ; 4 un rapport bas (10 pour le 
sédiment vaseux) une microflore beaucoup mieux équilibrée. Dans les 
deux cas Ja teneur en azote est sensiblement Ja méme, mais celle en 
carbone organique est plus forte en sédiment sableux. I] est trés tentant 
de voir 14 un phénoméne analogue & celui qui se passe dans le sol, ot 
l’on sait que le rapport C/N est lié 4, et fonction de, l’activité biolo- 
gique : sols jeunes ou biologiquement peu actifs, C/N élevé (de 15 a 30) ; 
sols a maturité et biologiquement actifs, C/N stabilisé A 10 envirorn. 
C'est bien la relation que nous avons constatée dans les deux préléye- 
ments étudiés. Leur teneur en matiére humique (0,34 p. 1000 pour le 
prélévement a C/N = 20 ; 0,48 p. 1000 pour celui 4 C/N = 10) traduit, 
sous une autre forme, la méme relation. 


ConcLusion. — Les analyses physiques, chimiques et microbiologiques 
des deux types de sédiments marins étudiés montrent des analogies 
frappantes entre ceux-ci et les sols terrestres; les relations existant 
entre l’activité de la microflore et Vétat de la matiére organique, carac- 
térisé par son rapport C/N, y présentent les mémes caractéres. 
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SUMMARY 
MicROFLORA OF MARINE SEDIMENTS AND EVOLUTION OF ORGANIC MATTER. 


Physical, chemical and microbjological analysis of the two different 
types of marine sediments studied reveals marked analogies with 
terrestrial soils : the relationships between the microflora activity and 
the state of organic matter (characterized by the C/N ratio) show the 
Same pattern as in terrestrial soils. 


NOTE SUR L’INCUBATION PROLONGEE 
OU LA LATENCE DU VIRUS RABIQUE 


CAS DE LA SOUCHE FLURY. — OBSERVATION ET DISCUSSION 


par L. PLACIDI. 


On connait aujourd’hui, tant chez l‘homme que dans les espéces ani- 
males, des cas si nombreux d’incubation prolongée du virus rabique, et 
parfois de durée si exceptionnellement longue, qu'il peut paraitre super- 
flu d’en signaler de nouveaux. 

Notre observation nous parait cependant devoir étre relatée. Il s’agit 
d’abord de la souche Flury, dont l’action sur certaines espéces, le chien 
et le lapin notamment, revét un aspect peu conforme a ce que lon 
cbserve avec le virus des rues ou le virus fixe. Et surtout notre obser- 
vation réalise presque schématiquement les modalités différentes que 
Von peut observer dans ces cas d’évolution anormale du virus rabique 
sur lesquels l’attention a été de nouveau attirée ces derniéres années et 
qui ont modifié, sur certains points, notre conception de la pathogénie 
de la rage. 

La voici succinctement rappelce. 

Au cours de recherches sur la réaction du hérisson au virus rabique 
et notamment a la souche Flury [1], nous avons été amené a& constater 
les faits suivants 

Les broyats d’encéphale de quatre hérissons ayant succombé norma- 
lement sont inoculés chacun 4 deux nouveaux hérissons, en méme temps 
qu’a des cobayes et des lapins. Tandis que, chez les premiers, l’infection 
se développe dans les conditions prévues, les lapins et les cobayes 
inoculés avec le broyat des encéphales des hérissons n° 279 et 353 
paraissent résister, comme si l’inoculat était dépourvu de virulence. 
Cependant le passage au hérisson s’effectue encore normalement et les 
cobayes et lapins inoculés avec le broyat des encéphales des deux autres 
hérissons succombent également dans les conditions prévues. 
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Mais voici que subitement, le deux cent huitiéme jour, un des cobayes 
apparemment résistanis présente des symptémes de rage ; il meurt le 
deux cent vingt-neuviéme jour aprés une évolution totale de vingt-et-un 
jours ; le deuxiéme succombe le deux cent cinquante-quatriéme jour, 
apres vingt-neuf jours de maladie. 

Des deux lapins ayant recu ia méme dilution, un meurt en deux 
cent quarante-deux jours, l’autre en quatre cents jours. 

Les cobayes inoculés avec Vencéphale du deuxiéme hérisson meurent 
en deux cent cinquante-deux et deux cent cinquante-six jours ; mais 
les lapins restent indifférents (1). 

En dehors de ce cas exceptionnel, on note les faits suivants qui 
montrent une certaine action inhibitrice, réguliére, de lorganisme du 
hérisson sur le virus rabique. 

1° Les séries de cobayes inoculés avec le broyat des encéphales de 
hérisson meurent d la suite du premier passage dans des délais de 
dix-neuf 4 trente-six jours ; mais au cours des passages suivants, ]’évo- 
tion se raccourcit et redevient sensiblement comparable & celle qui suit 
Vinjection de la souche normale. 


2° La souche ne se modifie pas sensiblement dans lorganisme du 
hérisson. En dehors du cas particulier signalé, le virus du premier 
passage par hérisson se comporte sur le cobaye comme celui du 
cinquiéme passage, tandis que, dans lVorganisme du cobaye, se mani- 
feste le retour progressif 4 la durée normale de 1’évolution. 


3° Enfin, point essentie!, le broyat d’un des encéphales de lapin ayant 
succombé n’a pu infecter le cobaye (autostérilisation), et le virus avait 
également disparu de Vencéphale d’un des lapins ayant résisté. Ces 
mémes fails sont constatés pour les encéphales des hérissons ayant 
succombé. Le virus y est parfois neutralisé. Notons cependant gue 3a 
présence n'a pas été démontrée dans l’encéphale des sujets n’ayant mani- 
festé aucun symptome. 

On peut donc conclure que l’évolution a été comparable dans !’orga- 
nisme des hérissons et dans celui des lapins. 

Ainsi, latence prolongée sans manifestations morbides, déclenchement 
subit des symptdmes et évolution vers la mort, neutralisation du virus 
avec mort ou survie, se trouvent exprimés dans cette observation. 


(1) 1] convient de rappeler que si chez le cobaye, la souche Flury assure 
une infection réguierement mortelle dans des conditions de celles qui se 
rapprochent de celles qu’offrent le virus fixe, il n’en est pas de méme chez 
le Japin, pas plus que chez le chien. Chez le lapin, des modalités trés 
diverses sont constatés, depuis Ja mort réguliére jusqu’d ja résistance 
complete, avec parfois une symptomatologie anormale, des périodes de 
rémission, ete. 

C’est pourquoi la similitude de Vévolution et la prolongation anormale 
de la latence du virus dans des organismes qui réagissent habituellement 
de facon si différente prennent ici une valeur particuliére. 

Celle-ci réfléte done bien, comme nous le disons plus haut, les diverses 
options vers lesquelles peut s’orienter le virus latent dans l’organisme 
et apporte une bonne démonstration des hypothéses émises 4 ce sujet. 

Dans un organisme normalement peu réceptif, ou occasionnellement 
résistant, le virus s’installe sous une forme non évolutive. Aprés un 
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temps variable et pour des causes sans doute trés diverses, parmi 
lesquelles les « facteurs externes » sont certainement essentiels, il peut 
entrer en é6volution et la maladie suit alors son cours habituel sans 
paraitre influencée par le séjour prolongé du virus dans lVorganisme. 

Mais celui-ci peut étre neutralisé dans l’encéphale ot il est devenu 
impossible de le mettre en évidence (autostérilisation). Dans ce cas, la 
survie du sujet est possible, sans la moindre manifestation qui puisse 
trahir i’action du virus. 

Ces notions, bien mises en lumitre par notre observation, ont fait 
Vobjet d’intéressantes discussions au Colloque Lyonnais de 1957 sur la 
rage. 

Notre note apporte ainsi une contribution A cette question si trouble de 
Vévolution des virus dans l’organisme. 


SUMMARY 


PROLONGED INCUBATION PERIOD, OR LATENCE OF RABIES VIRUS. 
STuDY OF THE FLURY STRAIN. OBSERVATION AND DISCUSSION. 


Experiments on the Flury strajn in hedgehogs. 

Rabbits and guinea-pigs receive an intracerebral inoculation of viru- 
lent hedgehog brain suspensions. A few cases of very prolonged 
incubation (250-400 days) followed by a very rapid evolution and death 
of the animal, are observed. However, it is not always possible to 
jsolate the virus from the central nervous system of these animals 
(autosterilization). 

A few other rabbits or guinea-pigs do not show any reaction after 
inoculation and the virus seems to disappear from their central nervous 
system. 

Similar results have been chbhtained with hedgehogs, a species less 
receptive than gujnea-pigs. 

These findings show the different possible comportment of a latent 
virus when inoculated into a not very receptive, or occasionnally resis- 
tant animal. 
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Immunisation du lapin en deux injections par l’anatoxine. 
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de l’antigéne, par J. Prer, B. Orra et M. Perrier. 


Neisseria mucosa (Diplococcus mucosus Lingelsheim). — I. 
Description bactériologique et étude du pouvoir pathogéne, 
par M. Véron, P. Taisattr et L. Seconv. 


La souris, animal de diagnostic pour différencier les souches 
de bacilles tuberculeux avirulents ou de virulence atténuée 
(souches BCG, souches atypiques, souches isoniazido-résis- 
tantes), par M™ F. Grummaca, 


Enzooties d’adénites suppurées chez le rat blanc provoquées 
par un Actinobacille, par A. Vatitr, M. Prcusaup, P. Destompes et 
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Du Pasquier, Penau, Ravisse, Robineaux, Tamalet, P. Velu, Vigier, 
P. Vincent, Voisin, Werner, M™® Lacour, sont élus membres de la 
Société Francaise de Microbiclogie. 


AVIS 


CONSTITUTION DE LA SOCIETE INTERNATIONALE 
DE MEDECINE CYBERNETIQUE 


Il a été constitué la Société de Médecine Cybernétique dans le but de 
réunir les chercheurs qui poursuivent des travaux dans le domaine de 
Ja Cybernétique appliquée A la Médecine et A la Biologie, et de divulguer 
les méthodes du calcul analogique et des modéles électroniques. 

Peuvent faire partie de la Société, médecins, biologistes, ingénieurs, 
physiciens et mathématiciens. 

Les demandes d’adhésion doivent étre adressées au Secrétariat 
Général, actuellement & Naples (Italie), 348 Via Roma, qui envoie, sur 
demande, les statuts de la Société. 
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LIVRES REQUS 


Hans Selye. — The chemical prevention of cardiac necroses. 1 vol., 
235 p., The Ronald Press Company, New-York, 1958. Prix : $ 7,50. 


Les nécroses du myocarde constituent la principale cause de morta- 
lité chez l’homme. Elles sont attribuables A différents processus qui 
ne semblent pas avoir de relations entre eux. 

Les études expérimentales ont montré que les hormones peuvent 
préparer l’organisme et le rendre sensible a l’action de composés, 
normalement inoffensifs. Ainsi, les rats traités avec des corticoides et 
certains sels de Na peuvent présenter des nécroses cardiaques avec 
myocardite. Ces observations ont amené l’auteur 4 présenter un grou- 
pement des résultats concernant le couple électrolytes-stéroides, et son 
action sur les cardiopathies. 

Les facteurs pathologiques et ceux qui composent les nécroses car- 
diaques sont successivement étudiés : électrolytes, hormones, vitamines, 
glucosides, composés chimiques et constituants des aliments, agents 
physiques, rédle du psychisme et de l’influx nerveux, agents micro- 
biens et toxines microbiennes, hypersensibilité, affections spontanées. 

Cet ouvrage contient, de plus, un grand nombre de résultats inédits. 
Une bibliographie de plus de 400 titres et un index de 40 pages 
terminent l’ouvrage. A. E. 


A. Borchert. — Problémes de parasitologie. Akademie Verlag Berlin, 
1956. Prix : DM. 23. 


Il s’agit de la réunion en un volume des 46 communications du 
Il Symposium de Parasitologie tenu 4 Berlin en 1954. La plupart des 
textes sont consacrés aux problémes de médecine vétérinaire, mais 
en tenant compte de leurs prolongements en médecine humaine et en 
biologie. C’est ainsi, par exemple, qu’il a été traité des tumeurs 
provoquées par des parasites, de la toxoplasmose, de la trichinose, de 
ia lépre, de 1’épuration des eaux usées. 

Le voeu a été émis d’une lutte organisée contre les parasites, en 
lui attribuant une urgence analogue a celle qui a été entreprise contre 
les maladies infectieuses occupant une place importante en médecine 


humaine. earls: 


A. Policard et C.-A. Baud. — Les structures infra-microscopiques 
normales et pathologiques des cellules et des tissus. 1 vol., Masson, 


édit., Paris, 1958. 


Comme l’annoncent les auteurs dans leur préface, ce livre est destiné 
a grouper les résultats obtenus en histologie par l’observation des 
tissus au microscope électronique. Ceci laisse prévoir pour les années 
X venir de nombreuses rééditions de cet ouvrage. Il est dommage que 
les Gditeurs n’utilisent pas la formule des « révisions annuelles » 


pour ce genre de livre qui traite un domaine en pleine praia 


Annales de l’iInstitut Pasteur, 97, n° 2, 1959. 18 
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Comité miazte FAO/OMS dexperts de la nutrition. V° rapport. 
Organisation mondiale de la Santé: Série de Rapports techniques, 
1958, n° 149, 60 p. Prix: Fr. s. 2,-- 3/6 ou $ 0,60. Existe égale- 
ment en anglais et en espagnol. (Dépositaire pour la France : 
Masson et Cie, 120, boulevard Saint-Germain, Paris-6°.) 


Les sujets traités sont les suivants ; besoins en calories, en protéines, 
consommation et politiques alimentaires, alimentation supplémentaire, 
technologie des denrées alimentaires, additifs alimentaires, la malnutri- 
tion protéique et sa prévention, le béribéri, la pellagre, le goitre 
endémique, la nutrition et l’anémie, troubles ophtalmiques liés 4 des 
causes nutritionnelles, notamment A l’avitaminose A, la nutrition et 
les infections, critéres pour apprécier 1’état de nutrition et la consom- 
mation alimentaire de groupes humains, régime alimentaire et athéro- 
sclérose, éducation et formation professionnelle en matiére de nutrition, 
la nutrition et les programmes d’hygitne de la maternité et de l’en- 
fance, application de l’anthropométrie A la nutrition, teneur en Ca du 
régime alimentaire et rayonnement du “Sr. ake 


La pollution de lair. V® rapport du Comité d’experts de 1l’Assai- 
nissement. Organisation mondiale de la Santé: Série de Rapports 
techniques, n° 157, 1958; 28 p. Prix. Fr. s. 1,--1/9 ou $ 0,30. 
Publié également en anglais et en espagnol. (Dépositaire pour 
la France : Masson et C'*, 120, boulevard Saint-Germain, Paris-6°.) 


Les experts de ce Comité appartenaient & des spécialités trés diverses . 
administration de la santé publique, assainissement, sciences physiques, 
hygiene industrielle, recherche sur les combustibles, météorolovie. Le 
rapport étudie d’abord le probleme de Videntification et de lévalua- 
tion des conditions virtuelles ou effectives de pollution de l’air (conta- 
mination par substances provenant d’activités industrielles, de l’emploi 
des combustibles et carburants, des processus radiochimiques_ et 
nucléaires) rendant nécessaires de nouvelles recherches de méthodo- 
logie, Les connaissances actuelles étant insuffisantes pour apprécier les 
normes admissibles, il est suggéré d’intensifier les recherches sur les 
substances suspectes et d’entreprendre des enquétes épidémiologiques 
sur les maladies, telles que la bronchite chronique et le cancer du 
poumon, soupconnées d’étre associées A Ja pollution de lair. Des 
enquétes sur les animaux et les végétaux pourraient étre utiles, cer- 
taines especes végétales pouvant en outre servir A annoncer un danger 
pour l’espéce humaine. Pour lutter contre la pollution de Jair, le 
Comilé propose d’éduquer la population et d’instaurer un contréle 
pratique, sous l’égide des services de santé publique. lirals: 


Résistance des insecles et lutte contre les vecteurs. VIII° rapport du 
Comité d’experts des Insecticides. Organisation mondiale de la 
Santé; Série de Rapports techniques, n° 153, 1958: 71 pages, 
3 illustrations. Prix: Fr. s. 2, --, 3/6 ou $ 0,60. Publié également 
en anglais et en espagnol. (Dépositaire pour la France : Masson 
et Cl*, 120, boulevard Saint-Germain, Paris-6°.) 


Ce rapport décrit deux épreuves types pour déterminer Ja sensibilité 
ou la résistance des insectes (adultes et larves) aux insecticides et pré- 
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sente une technique d’essai biologique des dépéts d’insecticides sur 
Jes surfaces murales. Il contient un exposé des différentes méthodes 
dont lutilisation est recommandée dans la lutte contre une série de 


vecteurs de maladies. 
Te Le 


Ch. Jaulmes, A. Jude et J. Quérangal des Essarts. — Pratique du 
laboratoire, 2° édit., 1 vol., 872 p., Masson, édit., Paris, 1958. 


Le succes remporté par le livre Pratique du laboratoire, paru en 
1951, a incité MM. Jaulmes, Jude et Quérangal des Essarts 4 le rééditer. 
La deuxiéme édition, & peine plus encombrante que la premiere, 
comprend cependant presque 200 pages de plus. Le plan général a été 
respecté, mais presque tous les chapitres ont été remaniés, augmentés 
et mis & jour avec un soin scrupuleux, notamment celui des examens 
biochimiques et celui des expertises alimentaires. Concu_ essentielle- 
ment comme guide pratique du travail quotidien, ce livre aura sa 
place dans beaucoup de laboratoires d’analyse et de recherche, oti il 
rendra les plus grands services. 

Bey Ne 


F. Stratton et P.H. Renton. — Practical blood grouping. 1 vol., 
331 p., Blackwell Scientific Publications, Oxford. Prix : 42 shillings. 


Cette monographie ne fait pas du tout double emploi avec les diffé- 
rents traités concernant les groupes sanguins, publiés par le méme 
éditeur. Il s’agit essentiellement d’un exposé des techniques de déter- 
mination des groupes sanguins, au laboratoire ou dams les centres de 
transfusion, responsables d’un grand nombre de déterminations. Les 
différents types de techniques utilisables sont passés en revue et minu- 
tieusement décrits. La simple lecture de l’analyse des causes d’erreur 
témoigne de la compétence des auteurs, qui ont maintenant une 
longue expérience de la question. De trés nombreuses observations 
clinico-biologiques viennent a l’appui de chaque exposé. Cet ouvrage 
comptera parmi ceux que doivent posséder tous les laboratoires qui 


s’intéressent aux groupes sanguins. 
A. E. 


G. Segretain, E. Drouhet et F. Mariat. — Diagnostic de laboratoire 
en Mycologie médicale, 1 vol., 143 p., Collection « Techniques de 
base », Editions de la Tourelle, Saint-Mandé (Seine). 


La collection « Techniques de base », dirigées par M. R. Dujarric 
de la Riviere, est composée de manuels destinés aux laboratoires 
cliniques. Celui de Mycologie médicale est rédigé par MM. Segretain, 
Drouhet et Mariat, du Service de Mycologie de 1’Institut Pasteur. Clai- 
rement rédigé, le texte est complété de nombreuses figures et schémas 
exposant le diagnostic des mycoses par les méthodes que les auteurs 
utilisent quotidiennement. Ce manuel est complété d’un formulaire 
des milieux et techniques et d’un glossaire. Il constituera le vade 
mecum des directeurs de laboratoires de biologie pour Je diagnostic de 


ces maladies de plus en plus fréquentes. 
Mp, Vy, 
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H. E. Bock, C. Carrie, H. A. E. van Dishock, H. G. Fassbender, 
W. Gronemeyer, E. Hanhart, K. Hansen, F. Heim, F. 0. Horing, 
F. Klinge, K. Kundratitz, P. Liibbers, W. Riehm, R. Rdssle, 
K. Rother, H. Sarre, F. E. Schmengler, H. Schmidt, K. Schreiner, 
M. Spreng, H. Uthgenannt, K. Wagener, M. Werner et R. Wigand. 
— Allergie, 3° édit. 1 vol. de 1211 p. et 305 fig., Georg Thieme, 
édit., Stuttgart, 1957. Prix: DM 187. 


Ce volume, consacré A Jlallergie, sous la rédaction du _ professeur 
K. Hansen, de Liibeck, avec la collaboration de 24 auteurs, est la troi- 
siéme édition, la seconde étant de 1943. Les différentes parties de cet 
important ouvrage ont été révisées et complétées, et spécialement les 
chapitres de l’immunobiologie et de la pathogénie allergique, aussi 
bien humaine qu/animale. L’importance des questions traitées fait 
que le livre ne s’adresse pas seulement aux scientifiques et cliniciens, 
mais aussi aux médecins praticiens qui y trouveront les indications 
précises sur les maladies et la symptomatologie allergiques, de plus 
en plus répandues et diagnostiquées. 

Le schéma du livre est le suivant: aprés les chapitres comsacrés a la 
terminologie et A l’historique viennent deux importants chapitres sur 
la sérologie et sur |’expérimentation dans l’allergie, avec une grande 
partie consacrée A l’anatomie pathologique et la physiologie patholo- 
gique. La partie consacrée a4 la clinique est divisée en deux: A. Les 
eénéralités avec sous-chapitre : apparition de Jallergie, diagnostic et 
traitement, et B. Les maladies allergiques spéciales suivies d’un cha- 
pitre consacré & l’anatomie pathologique de l’allergie chez l’homme. 
Enfin, le dernier chapitre est consacré aux maladies allergiques des 
animaux. 


Un index important termine ce volume, qui est appelé A rendre un 
grand service & tous ceux que la question de l’allergie intéresse, ainsi 
que la bibliographie récente sur les questions traitées, donnée 2 la fin 
de chaque chapitre. 


Meo KCe 


Hormones und Psyche, Die Endokrinologie des alternden Menschen. 
ve Symposium de la Société allemande d’Endocrinologie. 1 vol., 
VII + 355 p., 191 fig., Springer Verlag, Berlin, Géttingen, Heidel- 
berg. Prix: DM 69. 


Cet ouvrage se divise en deux grandes parties : Hormones et Psy- 
chisme, et Endocrinologie et Vieillissement. Il comporte des chapitres 
trés divers puisqu’on y trouve aussi bien un article de Bleuler sur 
les syndromes psychiques d’origine endocrinienne que des chapitres 
sur le rdle des hormones, ou le syndrome psychique au cours de Ja 
maladie d’Addison et les relations entre le syndrome de Sheehan et 
l’anorexie mentale, des recherches sur les troubles endocriniens au 
cours de schizophrénie, les hormones stéroides et le vieillissement, la 
chromatographie des stéroides urinaires chez l'enfant, la recherche 
chimique et cytologique au cours des affections endocriniennes. 


IN 1De 
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R. Schuppli. — Problémes actuels de dermatologie. 1 vol., VIII + 522 p. 
et 98 fig., S. Karger, édit. Bale et New-York, 1959. Prix : Fr. s., 43. 


Le lecteur sera agréablement surpris de constater l’angle sous lequel 
ont été examinés les problémes actuels de dermatologie et d’y voir 
Ja part importante qu’ont prise l’allergie et l’immunologie des affec- 
tions cutanées. Parmi les principaux chapitres, on lira avec intérét 
ceux consacrés 4 la physiologie de la peau, au syst0me nerveux neuro- 
végétatif, au role de l’allergie dans les dermites de contact et leur 
mécanisme immunitaire, aux différentes allergies bactériennes et A la 
lumiére, et surtout au lupus érythémateux ; de plus, l’isolement des 
dermatophytes, les angéites nécrosantes, les réticuloses cutanées, les 
porphyries, le traitement du lupus érythémateux par la nivaguine 
sont étudiés. A. E. 


G. F. Gause, T. P. Preobrashenskaja, E. S. Kudrina, N. 0. Blinow, 
I. D. Rjabowa et M. A. Sweschnikowa. — Zur Klassifizierung 
der Actinomyceten. 1 vol., 170 p., Gustav Fischer Verlag, Iena 
1958. Prix ; DM. 17,90. 


Cet ouvrage est une traduction en langue allemande d’une mono- 
graphie en russe parue en 1957 et rédigée par le professeur Gause, de 
Moscou, et par ses collaborateurs de l'Institut pour la Recherche de 
nouveaux antibiotiques de 1l’Académie des Sciences Médicales de 
VU. R.S.S. On y trouve l'étude taxonomique des Actinomycetes pro- 
ducteurs de substances antibiotiques. Les germes sont groupés en 
« séries » selon Ja couleur de leur mycélium aérien, et les caractéris- 
téristiques morphologiques et physiologiques de chacun d’eux sont 
rappelées. Le premier chapitre est consacré 4 une discussion sur 
quelques-uns des divers systemes de classification utilisés pour les 
Actinomycétes. He Me 


M. Javillier, M. Polonovski, M. Florkin, P. Boulanger, M. Lemoigne, 
J. Roche et R. Wurmser. — Trailé de Biochimie générale. 2 vol. 
de 706 et 768 p., Masson et Ci*, édit., Paris, 1959. 


Traité de biochimie générale prévu en trois tomes : Je premier, qui 
vient de paraitre, comprend deux fascicules traitant de la « compo- 
sition élémentaire des organismes »; il est di a la collaboration de 
plusieurs auteurs qui, pour Ja plupart, enseignent la biochimie dans 
les différentes facultés de France. Ce traité est un excellent ouvrage 
que les étudiants consulteront avec profit, mais c’est aussi une source 
de connaissances de base pour tous les chercheurs biologistes, quel 
que soit leur domaine. La présentation de cet ouvrage est trés claire 
et une abondante bibliographie cléture chaque chapitre. 

PBs 


M. Deparis et R. Ardaillou. — La fiévre typhoide. Etude critique 
d’épidémiologie appliquée. 1 vol., 224 p., Masson et Ci, édit., 
Paris, 1958. Prix : 2300 fr. 

Le livre de M. Deparis, professeur d’hygiéne 4 la Faculté de Médecine 


de Paris, et R. Ardaillou s’adresse aux étudiants s’intéressant A Ja 
médecine préventive et & tous les médecins ayant 4 s’occuper de la 
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prévention des maladies. Il est divisé en quatre parties. La premiére 
a trait X l’origine de la maladie, les modes de transmission et les 
facteurs favorisants. Elle comprend un chapitre bactériologique tres 
élémentaire, un autre traitant des malades, des porteurs de germes 
et des modes de contamination par l’eau, les aliments, les vecteurs, etc., 
un troisitme sur la physiopathologie de infection typhique (patho- 
génie, formes cliniques, diagnostic, immunité). La deuxieme partie 
traite des épidémies de fiévre typhoide en France, des enquétes épidé- 
miques, des épidémies dans le monde. La troisiéme partie a trait aux 
mesures 4 prendre en cas d’épidémie ou de menace d’épidémie et en 
dehors du temps d’épidémie. Enfin, dans une quatriéme partie de 
réglementation sont résumés les textes législatifs anciens et nouveaux. 
Ce livre est abondamment documenté au point de vue épidémiologique. 
fies 


A. Burges. — Micro-organisms in the soil. 1 vol., 188 p., Hutchinson Uni- 
versity Library, Londres, 1958. Prix: 10 s. 6 d. 


C’est un remarquable précis de biologie des sols que vient de publier 
lexcellent spécialiste anglo-saxon qw’est le professeur Burges, doyen 
de la Faculté des Sciences de Liverpool. Son ouvrage constitue un pano- 
rama complet de la distribution et de l’activité des Champignons, Bac- 
téries, Actinomycétes, Protozoaires et Nématodes du sol. Le livre débute 
par une introduction pédologique, puis il détaille les différents orga- 
nismes qui vivent dans le sol. Suit une présentation des méthodes 
utilisées pour l'étude de la population du sol. La morphologie des 
microorganismes et leur distribution dans le sol mettent le lecteur 
dans le vif du sujet et permettent d’aborder l’étude de l’écologie puis 
du role de ces organismes dans les différents cycles. Un chapitre est 
consacré 4 l’action de ‘homme sur Ja faune et sur la flore, en parti- 
culier du fait de l’emploi des engrais et des désinfectants. En conclu- 
sion, l’auteur montre que la vie des sols est tumultueuse et que l’équi- 
libre biologique est avant tout dynamique. On puisera dans ce livre 
des indications fort intéressantes sur le réle primordial que jouent les 
Champignons générateurs d’antibiotiques et l’on y retrouvera en 
bonne place le genre Trichoderma dont linfluence est souvent essen- 
tielle. 

Synthése courte, claire et attendue des nombreuses_ recherches 
menées actuellement de par le monde, et trés souvent difficiles a relier, 
réalisée par un esprit logique qui a su choisir, aller A l’essentiel et 
éliminer les références trop nombreuses, ce volume doit marquer un 
Jalon dans l’histoire de ta biologie des sols. RM 


International Code of nomenclature of bacteria and viruses. Bacterio- 
logical Code. 1 vol., 186 p. Edit. Board of Intern. Comm. Bact. 
Nomencl., Iowa State College Press, 1958. Prix: $ 3,50. 


Le Code International de Nomenclature Bactériologique est l’ceuyre 
du Comité international de nomenclature bactériologique qui a com- 
mencé ses travaux en 1930 au I** Congres international de Microbiologie 
de Paris et les a continués jusqu’en 1947 au Congrés de Copenhague, 
oti une premiére version a été adoptée, publiée en anglais, puis traduite 
en cing langues. Depuis cette époque, il a subi quelques modifications 
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et additions, approuvées par la Commission judiciaire du Comité et 
votées en session pléniére au VI° Congrés international de Rome en 1953. 

Sous l’active impulsion de son président, R. E. Buchanan, une édi- 
tion complete, trés élégante, vient d’étre éditée par l'lowa State College 
Press, formant un volume relié de 186 pages comprenant : 


Introduction (historique des Actes du Comité au cours des 6 congrés 
internationaux). Préface du Comité d’édition. 


CHAPITRE I. — Considérations générales. 
Cuapirre II, — Principes de la nomenclature bactériologique. 
CuaritRE II. — Régles et recommandations. 


l° Noms & employer pour les unités des différents degrés ; 2° Dési- 
gnation des types de chaque unité ; 3° Publication des noms ; 4° Cita- 
tion des noms des auteurs et des unités ; 5° Changement de noms des 
unités ; 6° Rejet et remplacement des noms ; 7° Orthographe et for- 
mation des noms. 


CHAPITRE IV. — Procédure de modification et d’amendement des 
regles. 

APPENDICES. — Tables des matiéres et des auteurs. A.-R. P. 
G. Stainsby. — Recent advances in gelatin and glue research. 1 vol., 


277 p. Pergamon Press, Londres, 1958. Prix : 70 shillings. 


Ce livre est le recueil des 66 communications présentées 4A une 
conférence internationale sur la gélatine, qui s’est tenue & Cambridge 
du 1% au 5 juillet 1957 ; il constitue une trés bonne revue des données 
les plus récentes sur le collagéne et la gélatine. Les principaux pro- 
blémes abordés sont les suivants : 

1° Divers aspects de la biosynthése et de la biogénése du collagéne, 
el influence de celui-ci sur les propriétés mécaniques des tissus. 

2° Discussion de la structure du collagéne telle qu’on peut Ja déduire 
des résultats de la diffraction des rayons X, et en particulier mise en 
évidence de l’arrangement en triple hélice des chaines polypeptidiques ; 
étude des propriétés physico-chimiques et de la dénaturation des colla- 
génes solubles, et détermination de leurs grandeurs moléculaires ; 
comparaison avec Ja structure et les propriétés des polypeptides syn- 
thétiques, polyméres et copolyméres de la proline et de l’hydroxy- 
proline. 

83° Particularités de la transformation du collagéne en gélatine et 
comparaison de leurs compositions respectives en acides aminés ; étude 
des propriétés physico-chimiques de la gélatine, en particulier de la 
gélification ; relations entre les propriétés de la gélatine et ses usages 
industriels. Meee 
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